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Anti-CTLA-4 scFv membraan-seoseline üheahelaline anti-CTLA-4 (inglise k. 
membrane-bound single-chain anti-CTLA-4 Fv) 
APC antigeeni presenteeriv rakk (inglise k. antigen presenting cell)  
Box-whiskers karp-vurrud diagramm (inglise k. box-whiskers diagram) 
BSA veise seerum-albumiin (inglise k. bovine serum albumine) 
cSMAC tsentraalne supramolekulaarne aktivatsiooniklaster (inglise k. 
central supramolecular activation cluster) 
CT tsükli künnisväärtus (inglise k. cycle threshold) 
CTLA-4 tsütotoksilise T-lümfotsüüdi antigeen 4 (inglise k. cytotoxic T-
lymphocyte antigen 4) 
FBS veise loote seerum (inglise k. fetal bovine serum) 
FDA toidu- ja ravimitööstus (inglise k. Food and Drug Administration) 
flCTLA-4 täispikk (membraanseoseline) CTLA-4 isovorm (inglise k. full 
length CTLA-4) 
IL-2 interleukiin 2 (inglise k. interleukin 2) 
liCTLA-4 ligand-sõltumatu CTLA-4 isovorm (inglise k. ligand-independent 
CTLA-4) 
MHC    koesobivuskompleks (inglise k. major histocompatibility complex) 
MTOC mikrotuubulite organiseerimistsenter (inglise k. Microtubule 
organizing centre) 
NOD normaalkaaluline diabeetiline hiir (inglise k. non-obese diabetic 
mouse) 
PBMC perifeersed mononukleaarsed vererakud (inglise k. peripheral 
blood mononuclear cells) 
PBS    fosfaatsoolalahus (inglise k. phosphate-buffered saline) 
RPMI-1640 rakusööde, mis on nime saanud Roswell Pargi mälestusinstituudi 
järgi (inglise k. Roswell Park Memorial Institute medium)   




sCTLA-4   lahustuv CTLA-4 isovorm (inglise k. soluble CTLA-4) 
SMAC supramolekulaarne aktivatsiooniklaster (inglise k. supramolecular 
activation cluster) 
SNP ühenukleotiidne polümorfism (inglise k. single nucleotide 
polymorphism) 
T1D    tüüp 1 diabeet (inglise k. type 1 diabetes) 
Tc    tsütotoksiline T-rakk (inglise k. cytotoxic T-cell) 
TCR    T-raku retseptor (inglise k. T-cell receptor) 
Th    abistaja T-rakk (inglise k. helper T-cell) 
Tkonv    konventsionaalne T-rakk (inglise k. conventional T-cell) 
TLK    trombotsüütide ja leukotsüütide kiht (inglise k. buffy coat) 


















Immunsünaps on adaptiivse immuunsüsteemi efektorrakkude vaheline kontaktstruktuur, mis 
võimaldab rakkudevahelist suhtlust ning vastastikust aktivatsiooni. Sünapsi ülimalt 
kontsentreerunud ülesehituses on asendamatu roll T-rakkude retseptoril (ingl T-cell receptor, 
TCR) ning antigeeni esitlevate rakkude (ingl antigen presenting cell, APC) pinnal 
ekspresseeruval koesobivuskompleksi antigeenil (ingl major histocompatibility complex, MHC). 
Erinevad MHC kompleksid ning varieeruva TCR repertuaari kujunemine võimaldavad 
mitmesuguste organismile võõraste antigeenide vastaste reaktsioonide tekkimist. Ent selliste 
katisemehhanismide liigse aktivatsiooni tagajärjel võivad tekkida organismi rakkude, kudede 
ning organite vastased autoreaktiivsed T-rakud, mille aktiveerumine põhjustab mitmeid raskeid 
autoimmuunhaigusi. Immuunsünapsi moodustavate rakkude staatus kujuneb mitmete 
retseptormolekulide ning ligandide seostumise kaudu: T-rakkude pinnamolekuli CD28 
seostumine APC pinnal oleva CD80 või CD86 ligandiga põhjustab rakkude aktivatsiooni ning  
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4, CTLA-4) seostumine samade ligandidega soodustab 
immuunsupressiooni. Immuunsünapsi molekulide regulatsiooni kaudu loodetakse mõjutada 
haiguste patogeneesi. CTLA-4 molekuli vastu saadud ja immuunreaktsiooni modelleerivad 
antikehad leiavad kasutust nii kasvajate ravis, aga ka neeru transplantatsioonil.  
Käesolevas töös uuriti oluliste immuunsünapsi molekulide CTLA-4, CD28, CD80 ja nende 
splaissvariantide ning CD86 ekspressiooni ja funktsiooni tervete indiviidide valgetes 
vererakkudes. Töö käigus väljatöötatud eksperimentaalne skeem on aluseks nimetatud geenide 
ekspressiooni määramiseks diabeedihaigetel. Antud magistritöö teostati Tartu Ülikooli Bio- ja 









Adaptiivne immuunsüsteem aktiveerub T-raku ning APC interaktsiooni tagajärjel (Bromley jt., 
2001). Tekkivat struktuuri nimetatakse immuunsünapsiks, mis koosneb adhesioonimolekulidega 
ümbritsetud TCR tsentraalsest klastrist (Grakoui, 1999). Sünapsi moodustumisel interakteeruvad 
T-raku pinnal olev TCR ja APC pinnal olev antigeeni presenteeriv MHC (Bromley jt., 2001). 
Sünapsi organiseeritus võimaldab rakkudevahelise kontakti märkimisväärset täpsust ning 
tundidesse ulatuvat kestvust. Samas aktiveerivate ja inhibeerivate molekulaarsete interaktsioonide 
toimumiseks kuluvad vaid sekundid (Mondino jt., 1996; Iezzi jt., 1998). Mõne minutiga 
moodustuvad keskse tähtsusega supramolekulaarsed aktivatsiooni klastrid (ingl supramolecular 
activation clusters, SMAC), mis koosnevad kõrge kontsentratsiooniga spetsiifilistest 
molekulidest (Mondino jt., 1996; Wülfing, 1998). Tsentraalse klastri (ingl central 
supramolecular activation cluster, cSMAC) retseptorid CD3, CD28, täispikk membraanseoseline 
CTLA-4 (full length CTLA-4, flCTLA-4) ning TCR on ülimalt olulised immuunsünapsi 
moodustamises ning adaptiivse immuunsüsteemi regulatsioonis (Huppa ja Davis, 2003).  
 
1.1 T-raku immuunsünaps 
 
Abistaja T-rakud (ingl helper T-cell, Th) säilitavad kontakti APC’ga 12-24 tunniks (joonis 1). 
Interaktsioon põhjustab intratsellulaarse kaltisumi kontsentratsiooni tõusu (Huppa ja Davis, 2003; 
Iezzi jt., 1998), mis mõjutab rakutsüklit, apoptoosi, pinnaretseptorite ja tsütokiinide 
produktsiooni ning signaalmolekulide sünteesi reguleerivate geenide transkriptsiooni (Feske jt., 
2001). Interleukiin 2’e (ingl interleukin 2, IL-2) sekretsioon suunatakse immuunsünapsi 
piirkonda, mis soodustab sünapsi rakkude kvantitatiivset kasvu ning diferentseerumist. Th raku 
jagunemine algab 24-48 tundi pärast sünapsi moodustumist, mille jooksul toimub kolm kuni neli 
jagunemist (Huppa ja Davis, 2003). Sünapsi katkemisel on oluline roll CTLA-4 molekulil, mille 
seostumine APC pinnal oleva CD80 või CD86 ligandiga inhibeerib TCR signaali (Egen ja 
Allison, 2002; Egen, Kuhns ja Allison 2002). Nimetatud regulaatormolekul paikneb antigeeni 




kompartmentides. Rakkudevaheline interaktsioon põhjustab intratsellulaarse flCTLA-4 transpordi 
immuunsünapsi piirkonda (Egen ja Allison, 2002). 
 
Võrreldes Th rakuga moodustab tsütotoksiline T-rakk (ingl cytotoxic T-cell, Tc) immuunsünapsi 
APC’ga kiiremini (joonis 1). Mehhanism, kuidas organismi võõr-antigeeni eest kaitstakse on Tc 
ja Th puhul erinev (Huppa ja Davis, 2003). Tc-APC kontakt soodustab tsütokiinide produktsiooni 
(Harty jt., 2000), kuid esmane eesmärk on tsütotoksiliste graanulite eksotsütoos. Graanulid 
kogunevad immuunsünapsi piirkonda mikrotuubulite organiseerimistsentri (ingl microtubule 
organizing centre, MTOC) lähedusse. Graanulid transporditakse APC tsütoplasmasse läbi TCR-
vaba cSMAC piirkonna (joonis 1) (Stinchcombe jt., 2001). Märklaudraku lagunemiseks võib 
kuluda tunde, ent apoptoosi pöördumatuks initsiatsiooniks on tarvis vaid mõne minuti pikkust 
Tc-APC kontakti. Tc ja Th rakud on antigeeni suhtes äärmiselt tundlikud. Sellest tulenevalt piisab 
nende funktsiooni tagamiseks vaid mõnest stimulatoorsest MHC-peptiid kompleksi signaalist. 
Erinevalt Th rakkudest on Tc rakud tänu MTOC liikuvusele märklaudrakkude kontaktpunktide 








Joonis 1. Th ja Tc rakkude immuunsünaps. A) Th rakud moodustavad sünapsi B-rakuga 5-30 
minuti jooksul pärast esialgset kokkupuudet. Sünaps vajab pidevat TCR signaali ning säilib 
mitme tunni vältel, mille jooksul tsütokiinide produktsioon ning sekretsioon suureneb. Sünapsi 
katkemisel läbivad rakud mitu jagunemist. B) Tc rakud moodustavad märklaudrakuga lühiajalise 
sünapsi. Lüütilised graanulid transporditakse märklaudraku tsütoplasmasse läbi TCR-vaba 
cSMAC piirkonna. Graanulite eksotsütoos kestab mõne minuti ning märklaudraku lagunemine 
ligikaudu 20-30 minutit, mille jooksul rakud võivad säilitada nõrga kontakti. dSMAC, distaalne 
supramolekulaarne aktivatsiooniklaster; pSMAC, perifeerne supramolekulaarne 







1.2 T-raku aktivatsioon 
 
Aktivatsiooni käivitab APC pinnal oleva MHC klass I’e või klass II’e kontakt TCR’ga (joonis 2). 
Interaktsiooni eesmärk on MHC’ga seotud peptiidse antigeeni presenteerime T-rakule. Sidet 
tugevdavad koretseptoorsete signaalmolekulide (CD4 või CD8) seostumine MHC-peptiid 
kompleksiga. Aktivatsiooniks vajaliku kostimulatoorse signaali annab Tc ja Th rakus 
ekspresseeruv CD28 retseptor, mis interakteerub APC pinnal leiduva CD80 või CD86 ligandiga 
(Linsley jt., 1991). Väidet toetavad in vitro (Lucas jt., 1995) ja in vivo (Vallejo, 2005) uuringud. 
Lisaks aktiveeriva signaali edastamisele määrab CD28 T-raku arengusuuna, juhib regulatoorsete 
T-rakkude küpsemist (ingl regulatory T-cell, Treg) (Guo jt., 2008) ning takistab anergia seisundi 
kujunemist (Kuklina, 2013). Organismi kaasasündinud immuunsüsteemi aktiivsus tagab CD80 
ning CD86 ligandide rohkuse dendriitrakkude pinnal. Ilma loomupärase immuunsuseta kujuneb 


















Joonis 2. T-raku aktivatsioon. Lihtsustatud illustratsioon dendriitraku ning aktiveeruva T-raku 
immuunsünapsist. T-raku aktivatsiooni esimeseks signaaliks on TCR ja MHC-peptiid kompleksi 
interaktsioon. Lisaks vajab aktivatsioon kostimulatoorset signaali, mille annab CD28 ning 





2. Immunoloogiline tolerantsus 
2.1 Tsentraalne T-lümfotsüüdi tolerantsus  
 
Ulatuslik TCR’de repertuaar tagab immuunsüsteemi võime ära tunda mitmeid erinevaid 
patogeene, millega inimorganism kokku puutub. Tüümuses selekteeritakse valmivaid T-rakke 
ehk tümotsüüte läbi kahe kontrollmehhanismi. Positiivse selektsiooni käigus kõrvaldatakse suur 
hulk valmivaid rakke, millel puudub igasugune afiinsus tüümuses paiknevate antigeenide suhtes. 
Organismi omaste antigeenide vastaste immuunreaktsioonide vältimiseks presenteeritakse 
tüümuses paiknevate APC’de pinnal mitmeid organismile omaseid proteiine. T-rakud, mis 
seovad võõraid, aga ka organismile omaseid antigeene liiga tugevalt, hävitatakse negatiivse 
selektsiooni teel (joonis 3). Kirjeldatud mehhanism on oluline Tc ning Th lümfotsüütide 
tolerantsuse kujunemisel. Kõiki organismile omaste antigeenide vastaseid reaktiivseid T-rakke ei 
hävitata, vaid nendest moodustuvad Treg rakud, mis tüümusest väljudes inhibeerivad 
autoimmuunseid protsesse (Abbas ja Lichtman, 2005). Selektsiooni edukalt läbinud rakud 
diferentseeruvad CD4+ ehk Th rakkudeks või CD8+ ehk Tc rakkudeks, mis migreeruvad 










Joonis 3. Tsentraalse T-lümfotsüüdi tolerantsus. Antigeenide suhtes puuduva aviidsusega 
topeltpositiivsed (TP) CD4+CD8+ T-rakud kõrvaldatakse. Negatiivsel selektsioonil eemaldatakse 
T-rakud, mis seovad antigeene liiga tugevalt. Positiivselt valitud rakud migreeruvad tüümuse 
medulla piirkonda, kus organismile omaseid antigeene tugevalt siduvad rakud suunatakse 
negatiivse selektsiooni kaudu apoptoosi. Selektsiooni läbinud CD4+ või CD8+ rakud migreeruvad 
sekundaarsetesse lümfoidorganitesse ning moodustavad tervikliku, erinevaid MHC-peptiid 




2.2 Perifeerne T-lümfotsüüdi tolerantsus 
 
Perifeerne tolerantsus takistab organismile omaste antigeenide vastaseid immuunreaktsioone. 
Sama mehhanismi kaudu võidakse supresseerida immuunreaktsioon ka võõr-antigeeni vastu 
(Abbas ja Lichtman, 2005). Üheks perifeerse tolerantsuse mehhanismiks on anergia, mille käigus 
toimub TCR signaali vaigistamine ja IL-2 ekspressiooni pidurdamine (Xing ja Hogquist, 2012). 
Anergiat kirjeldasid esmalt in vitro süsteemis Th rakkude näitel Jenkins ja Schwarts 1980’tel. 
Nad leidsid, et T-rakkude jagunemine toimus aeglasemalt, juhul kui antigeeni presenteeriv rakk 
ei andnud kostimulatoorset signaali (Jenkins & Schwartz, 1987). Anergia seisundi korral ei ole 
immuunsünapsi moodustanud T-rakud võimelised aktiveeruma. Seda kahel põhjusel:  
1) Antigeen presenteeritakse APC poolt, mis ei anna piisavalt kostimulatoorseid signaale 
(Romagnani, 2006);  
2) Immuunsünapsi moodustumisel seostub CD80/86 ligandiga immuunvastust supresseeriv 
flCTLA-4 retseptor, mis takistab T-raku aktivatsiooni  (Romagnani, 2006). 
Hoolimata tüümuse kaitsemehhanismidest tekivad erinevate T-raku retseptorite moodustumisel 
organismi oma rakke ning kudesid ohustavad reaktiivsed T-rakud (Walker ja Sansom, 2015). 
flCTLA-4 on peamine selliseid rakke kontrolliv molekul, mida leidub kõige rohkem Treg 
rakkudes (Takahashi jt., 2000; Read jt., 2000). flCTLA-4 vähesus Treg pinnal ei mõjuta raku 
arengut ega homöostaasi, samuti ei muutu rakud patogeenseks, vaid muutuvad anergiliseks ning 
on vähem supressiivsed võrreldes metsik-tüüpi rakkudega (Onishi jt., 2008). Treg rakud on 
asendamatul kohal immunoloogilise tolerantsuse reguleerimises ning inimorganismile kahjulike 
immuunreaktsioonide supresseerimises. Treg rakud moodustavad funktsionaalse T-rakkude 
alapopulatsiooni ning kujunevad tüümuse selektsiooni käigus või IL-2 toimel perifeersetest 
naiivsetest CD4+ Th rakkudest (Sakaguchi jt., 2008; Laurence jt., 2007). Erinevalt tüümuses 
valmivatest naiivsetest Tc ja Th rakkudest, mis saavutavad funktsioonaalsuse perifeerias, on Treg 
rakud tüümusest väljudes küpsed ehk võimelised autoimmuunsust supresseerima (Sakaguchi jt., 
1982; Itoh jt., 1999). Treg pinnal oleva flCTLA-4 ja APC membraanil paikneva CD80 või CD86 
interaktsioon pidurdab või isegi blokeerib viimaste raku pinnal avaldumist, mis takistab APC ja 
konventsionaalse T-raku (ingl conventional T-cell, Tkonv) vahelise immuunsünapsi 




3. Tsütotokslise T-lümfotsüüdi antigeen 4 (CTLA-4) 
 
flCTLA-4 avastati hiire tsütotoksilise T-raku cDNA raamatukogu skriinimisel, kirjeldati 223 
aminohappe pikkusena ning määrati immuunoglobuliinide superperekonda (Brunet jt., 1987). 
Inimese CTLA-4 geen paikneb 2q33 kromosomaalses regioonis (Linsley jt., 1992) ning koosneb 
4’st eksonist. Esimesed kaks kodeerivad molekuli ekstratsellulaarset osa, ekson 1 sisaldab 
liiderjärjestust ning ekson 2 ekstratsellulaarset järjestust; ekson 3 kodeerib transmembraanset 
regiooni ning ekson 4 valgu tsütoplasmaatilist saba (joonis 4) (Teft jt., 2006). Uuringud on 
näidanud CTLA-4 lookuse seost tüüp 1 diabeedi (ingl type 1 diabetes, T1D) kujunemisega (Butty 










Joonis 4. flCTLA-4 geeni struktuur ja paiknemine kromosoomis. Geen pikkusega 6175 aluspaari 
asub 2. kromosoomi pikas õlas (asukoht 2q33) ning koosneb 4 eksonist. Joonisel toodud eksonite 
suurused on illustratiivsed ning ei peegelda tegelikku geeni struktuuri (aluseks Teft jt., 2006; 
http://genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CTLA4&search=ctla4). 
 
CTLA-4 geen ekspresseerub peamiselt T-rakkude aktivatsioonil, kuid geeni transkriptsiooni on 
tuvastatud ka CD4+CD25+ Treg rakkudes (Lindsten jt., 1993), kus geen ekspresseerub 
konstitutiivselt ning on oluline immuunvastuse mahasurumises (Zheng jt., 2006; Schmidt jt., 
2009; Wing jt., 2008; Miller jt., 2009). Mälu-T-rakkude tsütoplasmas leidub suur hulk flCTLA-4 
molekule, mille raku pinnal avaldumine ja püsimine, võrreldes naiivsete aktiveeritud T-
rakkudega, on kordades ulatuslikum ning pikemaajalisem (Jago jt., 2004). Mitmed uuringud 
näitavad flCTLA-4 ekspressiooni B-rakkudes, monotsüütides, granulotsüütides, CD34+ 
tüvirakkudes, teatud fibroplastides, aga ka hiire embrüonaalsetes rakkudes ning embrüo kehades 




flCTLA-4 mRNA on T-rakkudes detekteeritav tund pärast TCR-MHC-peptiid interaktsiooni ning 
jõuab haripunkti 24-36 tundi pärast stimulatsiooni (Lindsten jt., 1993; Harper jt., 1991; Perkins 
jt., 1996).  
 
3.1 flCTLA-4 funktsioon 
 
flCTLA-4 signaal takistab T-rakkudes IL-2’e sünteesi, pidurdab rakutsüklit ja rakkude 
jagunemist. flCTLA-4 molekul seostub CD80/CD86 ligandiga tugevamalt kui CD28 (joonis 5) 
ning takistab CD28’l immuunvastuse esile kutsumist (Wing jt., 2011). T-raku retseptorite 
flCTLA-4 ning CD28 transport cSMAC piirkonda sõltub CD80 ligandi kontsentratsioonist. 
Immuunsünapsi moodustumisel algab flCTLA-4 transport cSMAC piirkonda enne CD28 
transporti, kuna viimane vajab kõrgemat CD80 kontsentratsiooni (Yokosuka jt., 2010). Sellest 
tulenevalt kontrollib flCTLA-4 T-raku aktivatsiooni kostimulatoorse CD80 ligandi vähesuse 
korral (Wing jt., 2011). Lisaks leidsid Berg ja Zavazava, et flCTLA-4 ekspressioon T-rakkudes 
















Joonis 5. Mõlemad T-raku retseptorid flCTLA-4 ning CD28 seostuvad APC pinnal olevate 
CD80 ja CD86 ligandidega. Jooned retseptorite ja ligandide vahel tähistavad interaktsiooni 
tugevust, kõige jämedam joon tähistab kõige tugevamat ning kõige peenem katkendlik joon 
tähistab kõige nõrgemat kontakti. Kuna mõlemad retseptorid interakteeruvad CD80 ning CD86 
ligandidega tekib immuunsünapsis flCTLA-4 ning CD28 vaheline konkurents (kohandatud 




Mitmed uuringud on seostanud flCTLA-4 inhibitoorset signaali erinevate molekulaarsete 
protsessidega (Walker ja Sansom, 2015). On leitud, et flCTLA-4 mõjutab CD3ζ ahela 
fosforülatsiooni (Lee jt., 1998), teised jällegi ei leidnud sellist seost (Calvo jt., 1997). Schneider 
jt. näitasid, et flCTLA-4 takistab ZAP-70 mikroklastrite moodustumist (Schneider jt., 2008). 
Samuti on uuringutest selgunud flCTLA-4 interaktsioon fosfoinositiid 3-kinaasiga (Hu jt., 2001), 
samas varasem töö ensüümiga seost ei leidnud (Stein jt., 1994). On näidatud, et türosiini fosfataas 
SHP-2 seostub flCTLA-4 tsütoplasmaatilise saba kindla järjestusega (Marengere jt., 1996), ent 
hilisemas uuringus seati nimetatud interaktsioon küsimuse alla (Lee jt., 1998). Edasised uuringud 
tõestasid, et SHP-2 ja flCTLA-4 vahel ei ole otsest interaktsiooni (Schneider ja Rudd, 2000).  
Allison jt. uurisid flCTLA-4 ekspressiooni muutust molekuli ekspresseerivates ja mitte 
ekspresseerivates T-rakkudes antigeeni juuresolekul in vivo. Võrreldes kahte T-rakkude 
populatsiooni tuvastati kõigest 10 geeni ekspressiooni suurenemine rakkudes, mis ekspresseerisid 
flCTLA-4 molekuli. Töö järeldusena toodi välja, et flCTLA-4 ei oma aktiivset negatiivse 
signalisatsiooni mehhanismi (Corse ja Allison, 2012). Bluestone jt. uurisid mutantset flCTLA-4 
molekuli ekspresseerivat hiirt. Autorid eeldasid, et mutantse vormi tõttu ei suuda T-rakud 
flCTLA-4 kaudu immuunsüsteemi supresseerida. Antigeeni juuresolekul tekkis hiirel 
autoimmuunne haigus, ent lähemal vaatlusel selgus, et põhjuseks oli Treg rakkude defekt, mitte 
flCTLA-4 molekuli mutatsioon. Seega töö ei anna olulist tõestust flCTLA-4 negatiivse 
signalisatsiooni mudelile (Stumpf jt., 2014). Mitmete signaalmehhanismide seostamine flCTLA-
4 funktsiooniga näitab konsensuse puudumist ning molekuli uurimise keerukust (Walker ja 
Sansom, 2015). Lisaks on spekuleeritud, et flCTLA-4 mõjutab T-rakkude liikuvust läbi 
rakusiseste või rakuväliste mehhanismide, kuid uuringud kimäärse hiire luuüdist eraldatud T-
rakkudega ei näidanud flCTLA-4 ekspressiooni ning raku mobiilsuse vahel olulist seost 
(Bachmann jt., 1999; Bachmann jt., 2001; Homann jt., 2006; Walker ja Sansom, 2011). On 
võimalik, et erinevates lümfotsüütides on flCTLA-4 molekulil lahknevad funktsioonid, ent sellise 
mudeli tõestamiseks ei ole piisavalt teaduslikku materjali (Walker ja Sansom, 2015). Yokosuka 
jt. leidsid, et flCTLA-4 ja CD28 molekulide CD80 või CD86 ligandiga seostumisest tingitud 
rakusisene konkurents on sarnane Treg ja Tkonv rakkudes (Yokosuka jt., 2010). In vivo uuringud 
tõestavad, et flCTLA-4 rakuväline funktsioon on samuti sarnane Treg ning Tkonv rakkudes 
(Corse ja Allison, 2012; Wang jt., 2012). FlCTLA-4 molekul reguleerib immuunvasust mitmel 




seostumisest tingitud rakusisese konkurentsi (joonis 5, A). Treg rakk ekspresseerib flCTLA-4 
molekuli, mis interakteerudes CD80/86 ligandiga takistab CD28 seostumist APC’ga ning tekitab 
rakuvälise, aga ka rakulise konkurentsi (joonis 5, B) (Walker ja Sansom, 2015). Üks arutelu 
tekitanud flCTLA-4 funktsioon on selle võime mõjutada CD80 ja CD86 regulatsiooni APC 
pinnal (Cederbom jt., 2000; Oderup jt., 2006; Misra jt., 2004) (joonis 5, C). Sakaguchi jt. leidsid, 
et Treg rakud reguleerivad CD80 ja CD86 avaldumist dendriitraku pinnal (Sakaguchi jt., 2008), 
mis on adhesioon-sõltuv protsess (Onishi jt., 2008): anti-flCTLA-4 antikeha takistab ning 
flCTLA-4 puudumine Treg rakus välistab CD80/86 ligandide allaregulatsiooni (Wing jt., 2008). 
Nimetatud mudeli kohaselt seostub flCTLA-4 APC pinnal olevate ligandidega ning eemaldab 
viimased transendotsütoosi teel, mis seejärel lüsosoomides lagundatakse (Qureshi jt., 2011). 
Kirjeldatud rakuväline mehhanism toimub eelkõige Treg vahendusel, kuna nimetatud rakud 
sünteesivad rohkem flCTLA-4 molekuli, kui Tkonv rakud (Corse ja Allison 2012; Wang jt., 
2012). Transendotsütoos on üks võimalik immuunsünapsi regulatsiooni mudel, mis näitab kuidas 
flCTLA-4 konkureerib CD28’ga (Yokosuka jt., 2010; Pentcheva-Hoang jt., 2004). Treg rakud 
seostuvad organismile omaste antigeenidega tugevamalt kui Tkonv rakud (Moran jt., 2011; Lee 
jt., 2012) ning moodustavad APC’ga stabiilsema interaktsiooni (Onishi jt., 2008), mis võimaldab 
transendotsütoosi toimumist. Kostimulatoorsete molekulide hulga reguleerimine APC pinnal 
näitab flCTLA-4 olulist funktsiooni immuunsüsteemis ning organismi kaitses (Walker ja 






















Joonis 5. Kolm võimalikku flCTLA-4 funktsiooni T-rakkudes. A) Aktiveerunud T-rakud 
ekspresseerivad flCTLA-4 kui ka CD28 molekuli, moodustub rakusisene konkurents. 
Eksperimentaalsed katsed kimäärse hiire luuüdist eraldatud T-rakkudega näitavad, et nimetatud 
rakusisene mehhanism ei ole kõige olulisem flCTLA-4 funktsioon in vivo. B) Treg rakud 
moodustavad flCTLA-4 kaudu kontakti CD80/86 ligandiga ning takistavad Tkonv raku 
interaktsiooni APC’ga. C) Moodustunud Treg-APC sünapsis eemaldab flCTLA-4 molekul 
CD80/86 ligandi transendotsütoosi teel. Seejärel sünaps katkeb, mis annab võimaluse järgmisele 
Treg rakule. Tegemist on kõige olulisema flCTLA-4 funktsiooniga in vivo (kohandatud Walker ja 
Sansom, 2015 järgi). 
 
3.2 flCTLA-4 splaissvariandid 
 
Inimese organismis on flCTLA-4 molekulist leitud 2 splaissvarianti: lahustuv CTLA-4 (ingl 
soluble CTLA-4, sCTLA-4), millel puudub ekson 3 ning 1/4CTLA-4, millel puuduvad eksonid 2 
ja 3 (Brunet jt., 1987; Dariavach jt., 1988; Magistrelli jt., 1999; Oaks jt., 2000; Ueda et al., 2003; 
Vijayakrishnan jt., 2004). Hiire organismist on lisaks leitud ligand-sõltumatu CTLA-4 (ingl 
ligand-independent CTLA-4, liCTLA-4) molekul, mis koosneb eksonitest 1, 3 ning 4 (Ueda jt., 





Joonis 6. Kõik võimalikud flCTLA-4 molekuli splaissvariandid. Ekson 1/4 transkript, mis 
koosneb kahest eksonist; lahustuv ning ligand-sõltumatu transkript, mis mõlemad koosnevad 
kolmest eksonist. Joonisel toodud eksonite suurused on illustratiivsed ning ei peegelda tegelikku 
geeni struktuuri (Teft jt., 2006 järgi). 
 
 
Lahustuva CTLA-4 transkripti funktsiooni määramiseks loodi RNA interferentsi meetodi abil 
spetsiifiline hiiremudel. sCTLA-4 mRNA 2. ning 4. eksoni piirile seostuvad lühikesed 
juuksenõela struktuuriga RNA konstruktid vaigistavad vastava molekuli sünteesi. Võrreldes 
sCTLA-4 vaigistatud hiirt metsiktüüpi hiirega ei leitud olulist muutust T-rakkude arengus, 
fenotüübis ning hulgas. In vitro sCTLA-4 ekspressiooni vaigistamine ei muutnud T-lümfotsüütide 
jagunemist ning Treg rakkude pinnamarkerite ekspressiooni. Samas sCTLA-4 vaigistamine 
transgeenses hiires takistab Treg rakkude funktsiooni (Gerold jt., 2011), kuna geen ekspresseerub 
põhiliselt Treg rakkudes (Ward jt., 2013), aga ka ka stimuleerimata T-rakkudes (Magistrelli jt., 
1999). On leitud, et geeni vaigistamine suurendab autoimmuunse haiguse T1D tekkimist, mis 
tõestab sCLTA-4 tähtsust immuunsüsteemis (Gerold jt., 2011). Oaks jt. leidsid, et sCTLA-4 võib 
seostuda CD80/86 molekulidega ning pidurdada T-rakkude aktivatsiooni (Oaks jt., 2000). Samas 
võib sCTLA-4 CD80/86 molekulidega seostunult takistada Treg raku pinnal oleva flCTLA-4 




Sellest tulenevalt võib järeldada, et sCTLA-4’l on mitu T-rakkude aktiivsust mõjutavat 
funktsiooni (Gerold jt., 2011). 
1/4CTLA-4 funktsiooni uurimiseks loodi nimetatud molekuli üle-ekspresseeriv transgeenne 
hiiremudel (Liu jt., 2012). Katsete käigus selgus, et transgeenses hiires, võrreldes metsiktüüpi 
hiirega, toodavad T-rakud rohkem tsütokiine. Samuti tõusis mälu-T-rakkude protsent, mis kasvas 
hiire vananedes. Rohkem kui aasta vanustes transgeensetes hiirtes suurenes T-rakkude poolt 
toodetavate aktivatsioonimarkerite hulk, mis põhjustasid spontaanset autoimmuunsust ning 
autoantikehade tootmist (Liu jt., 2012). Lisaks täheldati Treg rakkude arvukuse kasvu, mis ei 
olnud võimelised inhibeerima jämesoolepõletiku teket. Saadud andmed viitavad, et 1/4CTLA-4 
käitub flCTLA-4’st erinevalt ning soodustab T-rakkude aktivatsiooni, mis tekitab 
autoimmuunsust (Liu jt., 2012). 
 
4. T-raku pinnaspetsiifiline glükoproteiin CD28 
 
Sarnaselt flCTLA-4’le liigitatakse ka 220 aminohappe pikkune CD28 molekul 
immuunoglobuliinide perekonda (Aruffo ja Seed, 1987). Nimetatud molekulid on kõige rohkem 
kirjeldatud immuunoglobuliinid (Rudd jt., 2009), mille aminohappeline järjestus on 31% ulatuses 
homoloogne (Linsley jt., 1992). Geen pikkusega 32,438 aluspaari asub 2. kromosoomi pikas õlas 
(asukoht 2q33) ning koosneb 4 eksonist (joonis 7). Ekson 1 sisaldab signaalpeptiidi järjestust 
ning ekson 2 kodeerib suurt osa ekstratsellulaarsest domeenist (kaasaarvatud aminohappelisi 
järjestusi ligandi sidumiseks); ekson 3 ning ekson 4 kodeerivad vastavalt transmembraanset 





Joonis 7. Inimese CD28 geeni struktuur ja paiknemine kromosoomis. Geen pikkusega 32,438 
aluspaari asub 2. kromosoomi pikas õlas (asukoht 2q33) ning koosneb 4 eksonist. Joonisel 
toodud eksonite suurused on illustratiivsed ning ei peegelda tegelikku geeni struktuuri (aluseks 
Hanawa jt., 2002; http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CD28). 
 
CD28 ekspresseerub enamikes CD4+ T-rakkudes (Vallejo jt., 1998), ent hoolimata geeni 
lakkamatust ekspressioonist on CD28 hulk raku pinnal muutuv, mida mõjutab TCR vahendatud 
T-rakkude aktivatsioon (Lenschow jt., 1996; Eck jt., 1996). CD28 ekspressiooni on täheldatud ka 
inimese NK-rakkudes (Galea-Lauri jt., 1999) ning ekspressioon on tüümuse arengu käigus 
kindlalt reguleeritud. Geen ekspresseerub väga madalal tasemel topelt-negatiivsetes 
tümotsüütides ning kõrgel tasemel topelt-positiivsetes tümotsüütides. CD28 molekuli 
interaktsioon CD80/86 ligandiga indutseerib T-raku ülemineku topelt-negatiivsest olekust topelt-
positiivsesse olekusse (Williams jt., 2005).  
 
4.1 CD28 funktsioon 
 
Ollakse ühel arvamusel, et CD28 edastab T-rakkude aktivatsiooniks vajaliku kostimulatoorse 
signaali. Samuti muudab T-rakkude jagunemise (Gett ja Hodgkin, 2000) ja tsütokiinide tootmise 
oluliselt efektiivsemaks (Thompson, 1993; Boise jt., 1993). CD28 aktiveerib fosfatidüülinositool-
3-kinaasi ekspressiooni (Ward jt., 1993), mis on oluline ensüüm raku kasvu, jagunemise, 
diferentseerumise, liikumise jpm regulatsioonis (Cantley, 2002). Samuti reguleerib CD28 ATK 




apoptoosi, jagunemise, transkriptsiooni ja raku migratsiooni regulatsioon (Liu jt., 2013). CD28 
mõjutab IL-2 ekspressiooni modifitseerides geeni transkriptsiooni ning mRNA regulatsiooni. 
Lisaks kontrollib CD28 teiste tsütokiinide stabiilsust ning osaleb immuunsünapsi moodustamises 
(Miller jt., 2009). CD28-poolsed signaalid mõjutavad ka anti-apoptootiliste valkude regulatsiooni 
(Wu jt., 2005; Okkenhaug jt., 2001). Seega võib CD28 kostimulatsiooni pidada oluliseks 
signaaliks, mis lisaks TCR signaalile tagab T-raku jagunemise ning stabiilsuse (Sansom ja 
Walker, 2006). On pakutud, et sellised signaalid hoiavad ära T-rakkude anergia (Appleman jt 
Boussiotis, 2003) ehk mittekommunikatiivse seisundi kujunemise, mida on laialdaselt seletatud 
Treg rakkudel (Takahashi jt., 1998).  
 
4.2 CD28 splaissvariandid 
 
Inimese organismis on CD28 molekulist leitud 4 erinevat splaissvarianti: lahustuv CD28a, mis 
ekspresseerub puhkavates T-rakkudes täispika CD28’ga sarnasel tasemel, kuid millel on puudu 3. 
ekson; CD28b ja CD28c, mis ekspresseeruvad võrreldes CD28a’ga madalamal tasemel ning 
moodustuvad vastavalt 2. eksoni 3’ otsa ja 3. eksoni deletsioonil ning 2. ja 3. eksoni deletsioonil 
(Magistrelli jt., 1999) ning CD28i, mis ekspresseerub T-rakkudes võrreldes CD28’ga madalamal 





Joonis 8. Kõik võimalikud CD28 molekuli splaissvariandid. CD28a transkript, millel puudub 3. 
ekson; CD28b transkript, millel puudub 2. eksoni 3’ ots ning 3. ekson; CD28c transkript, millel 
puudub 2. ja 3. ekson ning CD28i, millel puudub 2. eksoni sisemine ala. Joonisel toodud eksonite 
suurused on illustratiivsed ning ei peegelda tegelikku geeni struktuuri (Magistrelli jt., 1999; 
Hanawa jt., 2002 järgi). 
 
Aktiveerunud T-rakud ekspresseerivad täispikka membraanset molekuli, seega puhkavad T-rakud 
võivad ekspresseerida täispikka ja lahustuvat molekuli. Sellest tulenevalt usutakse, et täispikk ja 
lahustuv CD28 molekul reguleerivad T-rakulist vastust erinevalt. Magistrelli jt. spekuleerisid, et 
lahustuv CD28 võib seostuda CD80 või CD86 molekuliga ning takistada T-raku interaktsiooni 
APC’ga ja sellest tulenevalt pidurdada T-rakkude aktivatsiooni (Magistrelli jt., 1999). CD28i 
isovorm ekspresseerub T-rakus ning võib koostöös CD28’ga soodustada T-rakkude 
aktivatsiooniks vajalikku kostimulatoorset signaali (Hanawa jt., 2002). Seega lisaks täispikale 
CD28 molekulile võivad ka alternatiivsed variandid mõjutada adaptiivse immuunsüsteemi 





5. CD80 ja CD86 glükoproteiinid 
 
B-raku aktivatsioonimolekul CD80 avastati 1981. aastal (Yokochi jt., 1982) ning kirjeldati 
esimese ligandina, mis seostub CD28’ga kui ka flCTLA-4’ga (Linsley jt., 1990). CD80 geen 
liigitati immuunoglobuliinide superperekonda (Freeman jt., 1989). CD80 funktsionaalne tähtsus 
on tõestatud mitmes T-raku aktivatsiooni uurivas töös (Lenschow jt., 1996).  
Freeman jt. ning Azuma jt. leidsid, et CD86 struktuur on sarnane CD80’ga ning koosneb 
ekstratsellulaarsest ja transmembraansest domeenist ning tsütoplasmaatilisest sabast (Freeman, 
Gribben jt., 1993; Azuma jt., 1993). Katsete tulemusena on selgunud, et CD86 interakteerub 
CD28’ga ja flCTLA-4’ga (Freeman, Gribben jt., 1993; Azuma jt., 1993; Freeman, Borriello jt., 
1993) ning soodustab T-rakkude jagunemist ning IL-2 produktsiooni.  
 
5.1 CD80 ning CD86 molekulaargeneetika 
 
CD80 koosneb 6’st eksonist ning katab ligikaudu 32 kilobaasi genoomist. Ekson 1 on 
mittekodeeriv; ekson 2 sisaldab ATG initsiaatorkoodonit ning signaaljärjestust; eksonid 3 ja 4 
koosnevad kahest Ig-tüüpi domeenist ning eksonid 5 ja 6 kodeerivad transmembraanset domeeni 






Joonis 9. Inimese CD80 geeni struktuur ja paiknemine kromosoomis. Geen pikkusega 35,342 
aluspaari asub 3. kromosoomi pikas õlas (asukoht 3q13.33) ning koosneb 6 eksonist. Joonisel 
toodud eksonite suurused on illustratiivsed ning ei peegelda tegelikku geeni struktuuri (aluseks 





CD86 koosneb 8'st eksonist ning katab ligikaudu 22 kilobaasi genoomist. Eksonite 1 ja 2 alla 
kuulub 5’ mittetransleeruv ala; ekson 3 kodeerib signaaljärjestust; eksonid 4 ja 5 kodeerivad IgV 
ning IgC ekstratsellulaarseid domeene; ekson 6 kodeerib transmembraanset regiooni ja 
tsütoplasmaatilise saba algust ning eksonid 7 ja 8 jätkavad tsütoplasmaatilise saba ning 3’ 








Joonis 10. Inimese CD86 geeni struktuur ja paiknemine kromosoomis. Geen pikkusega 65,782 
aluspaari asub 3. kromosoomi pikas õlas (asukoht 3q13.33) ning koosneb 8 eksonist. Joonisel 
toodud eksonite suurused on illustratiivsed ning ei peegelda tegelikku geeni struktuuri (aluseks 
Jellis jt., 1995; http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CD86). 
 
 
CD80 ekspresseerub aktiveerunud makrofaagides, B-rakkudes ja NK-rakkudes, minimaalselt ka 
dendriitrakkudes ning ei ekspresseeru inaktiivsetes monotsüütides (Hathcock jt., 1994). Lisaks on 
leitud, et CD80 ekspresseerub psoriaasi kolletes leiduvates T-rakkudes (Nickoloff jt., 1994) ja 
süsteemse erütematoosse luupuse patsientide perifeerse vere T-rakkudes (Takasaki jt., 1998). 
CD80 ekspressioon on tuvastatud ka polüskleroosi patsientide perifeerse vere CD4+ T-rakkudes 
(Mena ja Rohowsky-Kochan, 1999). CD86 ekspresseerub inaktiivsetes monotsüütides ja 
aktiveerunud B-rakkudes (Boussiotis jt., 1993). 
 
5.2 CD80 versus CD86 
 
CD80 ja CD86 on glükoproteiinid, mis koosnevad kahest ekstratsellulaarsest Ig-sarnasest 




Nimetatud valkude funktsiooni osas on teaduses lahkarvamusi. Mitme uuringute kohaselt 
edastavad CD80 ja CD86 molekulid sarnaseid T-rakkude jagunemist ja tsütokiinide 
produktsiooni soodustavaid signaale (Lanier jt., 1995; Schweitzer jt., 1997). Teisalt arvatakse, et 
valkude funktsioon on erinev (Freeman jt., 1995; Kuchroo jt., 1995; Matulonis jt., 1996). 
Loomkatsetest CD80 ja CD86 knockout hiirtega leiti, et molekulide mõju immuunvastuse 
aktivatsioonis oleneb kasutatava antigeeni ning adjuvandi tüübist (Flo jt., 2000; Santra, Barouch, 
Jackson jt., 2000; Santra, Barouch, Sharpe jt., 2000). CD80- ja CD86-puudulikus hiires ei 
tekkinud kunstlikult sisestatud inimese HI-viiruse peptiidi vastast immuunreaktsiooni. 
Reaktsiooni saamiseks sisestati plasmiidsel kandjal CD80 või CD86 molekul hiire organismi 
(Santra, Barouch, Jackson jt., 2000; Santra, Barouch, Sharpe jt., 2000). CD86-puuduliku hiire 
põrnast eraldatud T-rakkude eellaste kokkupuutel allogeensete valgevererakkudega ei arenenud 
eellasrakud immuunaktiivseteks Tc rakkudeks. Samas CD80 puudumine ei takistanud T-rakkude 
arenemist samadel katsetingimustel (McAdam jt., 2000). Üheks oluliseks erinevuseks võib 
pidada CD80 ja CD86 ekspressiooni iseärasusi. CD86 ekspresseerub püsivalt kõrgel tasemel, 
samas CD80 ekspressioon on efektiivseim 24-48 tundi pärast retseptor-ligand interaktsiooni 
(Lenschow jt., 1996; Greenfield jt., 1998). CD86 seostub flCTLA-4 ning CD28 retseptoritega 
nõrgemini kui CD80 kuid interakteerub CD28 molekuliga 2 kuni 3 korda efektiivsemalt kui 
CD80. Lisaks teatakse, et CD80 seostub eelistatult flCTLA-4’ga ja CD86 CD28’ga (Collins jt., 
2002). Samuti dissotsieerub CD86 kontaktist flCTLA4’ga kiireimini kui CD80 (Van der Merwe 
jt., 1997). Freeman jt. ning Azuma jt. leidsid, et CD80 ja CD86 struktuur on sarnane (Freeman, 
Gribben jt., 1993; Azuma jt., 1993). Samas Collins jt. pakuvad, et CD80 ja CD86 erinev struktuur 
ning seostumisomadused tingivad ka nende erineva rolli T-rakkude aktivatsioonis (Collins jt., 
2002). 
 
5.3 CD80 ja CD86 splaissvariandid 
 
Inimese organismis on CD80 molekulist leitud 2 erinevat splaissvarianti: s1CD80, mis 
ekspresseerub stimuleerimata monotsüütides kui ka B-rakkudes ning millel puudub 
transmembraanne domeen ja s2CD80, mis ekspresseerub aktiveerunud T-rakkudes ja 
monotsüütides ning millel puudub IgC-tüüpi domeen kui ka transmembraanne domeen 







Joonis 11. Kõik võimalikud CD80 molekuli splaissvariandid. s1CD80 transkript, millel puudub 5 
ekson ning s2CD80, millel puuduvad 4 ja 5 ekson. Joonisel toodud eksonite suurused on 
illustratiivsed ning ei peegelda tegelikku geeni struktuuri (aluseks Kakoulidio jt., 2007). 
 
Inimese organismis tuvastatud sCD80 (ingl soluble CD80, sCD80) kuulub lahustuvate 
retseptorite perekonda ning täidab immuunsüsteemis olulist funktsiooni. sCD80 seostumine 
flCTLA-4 retseptoriga takistab T-rakkude aktivatsiooni (Haile jt., 2013). Kakoulidou jt. leidsid, 
et rekombinantne s1CD80 seostub rekombinantse flCTLA-4’ga ja CD28’ga, aga ka aktiveerunud 
T-rakkudega ning rekombiantne s2CD80 takistab T-rakkude jagunemist (Kakoulidou jt., 2007). 
sCD80 supressiivne funktsioon võimaldab molekuli kasutamist hüperaktiveeritud T-rakkudega 
assotsieeritud haiguste ravis (Kakoulidou jt., 2007). 
 
Inimese organismis on CD86 molekulist leitud 3 splaissvarianti: lahustuv CD86 (CD86ΔTM), 
mis ekspresseerub puhkavates monotsüütides (Jeannin jt., 2000) ning millel puudub ekson 6; 
CD86ΔEC, mis ekspresseerub mittestimuleeritud monotsüütides ning millel puuduvad eksonid 4 
ja 5 (Magistrelli jt., 2001) ja B7-2C, mis ekspresseerub montotsüütides ning millel puudub ekson 







Joonis 12. Kõik võimalikud CD86 molekuli splaissvariandid. CD86ΔTM transkript, millel 
puudub 6 ekson; CD86ΔEC, millel puuduvad 4 ja 5 ekson ning B7-2C, millel puudub 4 ekson. 
Joonisel toodud eksonite suurused on illustratiivsed ning ei peegelda tegelikku geeni struktuuri 
(aluseks Magistrelli jt., 2001; Kapsogeorgou jt., 2008). 
 
Rekombinantne CD86ΔTM seostub CD28’ga ja flCTLA-4’ga ning mõjutab anti-CD3 
monoklonaalse antikehaga stimuleeritud T-rakkude aktivatsiooni in vitro. Samuti soodustab 
CD86ΔTM interferoon γ produktsiooni gripiviiruse M1 peptiidiga stimuleeritud mälu-Tc 
rakkudes. On leitud, et inimese organismis on lahustuva CD86 molekuli ekspressioon kõrge ning 
täidab bioloogilist funktsiooni. Seega on nimetatud molekul oluline immuunsüsteemi 
regulatsioonis ning kontrollis (Jeannin jt., 2000).  
 
6. Immuunsünapsi molekulide roll diabeedi tekkes ja kulgemises 
6.1 flCTLA-4 
 
Muutused flCTLA-4 molekuli transkriptsioonis või translatsioonis võivad omada olulist 
immunoloogilist tagajärge. Sellest tulenevalt on laialdaselt uuritud molekuli polümorfismide (ingl 
single nucleotide polymorphism, SNP) seost immunoloogiliste haigustega (Teft jt., 2006). 
Inimese flCTLA-4 molekulis on leitud mitmed SNP’d: -1722T/C, -1661A/G ning -318C/T, mis 
asuvad regulatoorses piirkonnas ja promooteri regioonis; +49A/G, mis asub esimeses eksonis 




Donner jt., 1997; Wang, Zhao jt., 2002; Kristiansen jt., 2000); dinukleotiidne (AT)n 
kordusjärjestus ning +6230A/G (CT60), mis asuvad 3’ UTR järjestuses (Huang jt., 2000 ja Ueda 
jt., 2003). In vitro uuringud on näidanud, et mutantse +49A/G flCTLA-4 molekuli ebatavaline 
protsessimine endoplasmaatilises retiikulumis põhjustab flCTLA-4 ekspressiooni langust (Anjos 
jt., 2002). Samas -318C/T polümorfism soodustab flCTLA-4 ekspressiooni (Wang, Zhao jt., 
2002). (AT)n SNP flCTLA-4 molekuli 3’UTR’s põhjustab mRNA ebastabiilsust ning flCTLA-4 
ekspressiooni langust (Wang, Kakoulidou jt., 2002). CT60 G alleel esineb T1D patsientidel ning 
põhjustab sCTLA-4 mRNA ebastabiilsust (Ueda jt., 2003). 
Kavvoura jt. viisid läbi mahuka meta-analüüsi 33 publitseeritud artikli põhjal, et uurida flCTLA-
4 +49A/G, -318C/T ning (AT)n polümorfismide mõju T1D tekkes. Analüüsiti 5,637 diabeedi 
juhtumit ning 6,759 kontrolli, millest vastavalt 4,775 ja 5,829 puhul uuriti +49A/G polümorfismi. 
Statistilisest analüüsist (p-väärtus < 0.001) selgus, et G alleeli kandval indiviidil kujuneb T1D 
1,45 korda suurema tõenäosusega. Mitmes CT60 G alleeli uurivas töös on leitud SNP seos 
autoimmuunsete haigustega, sealhulgas T1D’ga (Mayans jt., 2007; Orozco jt., 2004; Ueda jt., 
2003). -318C/T ning (AT)n polümorfismid ei ole seotud T1D tekkega (Kavvoura ja Ioannidis, 
2005).  
 
6.2 CD28, CD80 ja CD86 
 
CD28 geenis on leitud kaks polümorfismi. Kolmandas intronis paiknev dimorfism (T19int3C) 
(Heinzmann jt., 2000) ning 3’UTR’s paiknev CAA kordus. Viimase uurimisel ei leitud olulist 
seost T1D’ga (Marron jt., 2000). Samuti ei leitud Wood jt. poolt tehtud uuringus assotsiatsiooni 
T19int3C ning T1D tekke vahel (Wood jt., 2002). Samas leidsid Ihara jt. dimorfismi ja T1D 
seose jaapanlaste populatsioonis (Ihara jt., 2001).   
Turpeinen jt. uurisid kolme CD86 polümorfismi ning nende seost T1D tekkega soomlaste 
populatsioonis. Uuritavad geeni muutused olid -891T/C promooteri regioonis, +51A/G eksonis 1, 
+19G/A eksonis 2 ning +35G/A eksonis 8. Assotsiatsiooni T1D’ga ei näidanud ükski uuritud 
SNP (Turpeinen jt., 2002).  
Matsushita jt. uurisid CD80 SNP seost reumatoidartriidi ja süsteemse erütematoosse luupuse 
tekkega jaapanlaste populatsioonis. Uuritavad SNP’d olid +452G/A, +614C/G ning +846A/G. 




6.3 Anti-CLTA-4 ja CTLA4-Ig  
 
Immuunoteraapia eesmärk on takistada autoimmuunhaiguse teket ja kulgu tekitamata süsteemset 
immuunsupressiooni (Shieh jt., 2009). Mitmetes NOD (non-obese diabetic mouse, NOD) hiirtega 
tehtud töödes on tõestatud flCTLA-4 supressiivset funktsiooni (Luhder jt., 1998; Luhder jt., 
2000; Kristiansen jt., 2000; Chen jt., 2006). Membraan-seoseline üheahelaline anti-CTLA-4 Fv 
(ingl membrane-bound single-chain anti-CTLA-4 Fv, anti-CTLA-4 scFv) molekul seostub 
flCTLA-4’ga ning pidurdab T-rakkude aktivatsiooni in vitro (Griffin jt., 2000). Fife jt. poolt 
loodi anti-CTLA-4 scFv’d ekspresseerivad B-rakud ning leiti, et molekul takistab T-rakkude 
aktivatsiooni ning supresseerib T1D teket NOD hiires (Fife jt., 2006). Pankreast kahjustavate 
autoagressiivsete T-rakkude supresseerimiseks koostasid Shieh jt. β-rakkudes anti-CTLA-4 
scFv’d üle-ekspresseeriva transgeense NOD hiire. Mudelil tehtud katsetest selgus, et molekul 
kergendab insuliidi tõsidust ning langetab spontaanse diabeedi tekketõenäosust NOD hiires 
(Shieh jt., 2009). Anti-CTLA-4 molekuli üle-ekspressioon β-rakkudes ei mõjutanud süsteemsete 
lümfotsüütide arengut, mis näidab et antikeha mõju on lokaalne (Shieh jt., 2009).  
 
Abatacept (Orencia; Bristol-Myers Squibb) võeti 2005. aastal Ameerika toidu- ja ravimitööstuse 
(ingl United States Food and Drug Administration, FDA) poolt kasutusele reumatoidartriidi 
ravimina. Abatacept koosneb immuunoglobuliin G1 (IgG1) modifitseeritud Fc fragmendist, mis 
tagab valgu lahustuvuse ning millele on kinnitatud flCTLA-4 molekuli ekstratsellulaarne 
domeen, mis seostub CD80/86 ligandiga ning takistab T-rakkude aktivatsiooni (Moreland jt., 
2006). 
Belatacept (Nulojix; Bristol-Myers Squibb) võeti 2011. aastal FDA poolt kasutusele 
profülaktilise ravimina, mis takistab neerusiirde operatsioonil retsipient organismis tekkivat 
organ-spetsiifilist immuunreaktsiooni (Wojciechowski ja Vincenti, 2012). Belatacept koosneb 
samuti IgG1 Fc fragmendist ning flCTLA-4 ekstratsellulaarsest domeenist, kuid tingitult kahe 
aminohappe muudatusest seostub CD80/86 ligandidega tugevamalt (Larsen jt., 2005). 
Ipilimumab (Yervoy; Bristol-Myers Squibb) võeti FDA poolt kasutusele 2011. aastal hilise 
staadiumi melanoomi ravimina (Lipson ja Drake, 2011). Ipilumumab on anti-CTLA-4 
monoklonaalne IgG1 antikeha, mis seostudes flCTLA-4 molekuliga soodustab immuunsüsteemi 






Käesoleva töö idee saadi lähtudes Pruul jt. tehtud töö tulemustest, kus uuriti CD28, CD80 ning 
CD86 geenide ekspressiooni T1D patsientidel (Pruul jt., 2013). Selle töö autorid määrasid nende 
geenide üldist ekspressiooni täisveres. RNA eraldamiseks kasutati Tempus™ täisvere RNA tuubi 
meetodit kuid see ei andnud andmeid ekspressiooni kohta valgete vererakkude 
alapopulatsioonides. Seetõttu käesoleva töö eksperimentaalses osas eristati 6 vererakkude 
alapopulatsiooni, milles määrati immuunsünapsi nelja geeni ekspressioon. 
 
Käesoleval uurimistööl oli 3 peamist eesmärki: 
 
1. Leida uuritavate geenide (CTLA-4, CD28, CD80 ja CD86) ekspressiooni määramiseks 
mononukleaarsetes vererakkudes sobivaim referentsgeen (koduhoidja). 
 
2. Määrata CTLA-4, CD28, CD80 ja CD86 ekspressioon perifeersete mononukleaarsete 
vererakkude (ingl peripheral blood monocytes, PBMC) segust ning Tempus™ vere 
RNA’st ja võrrelda geeniekspressiooni kasutades 2-ddCt meetodit. 
 
3. Määrata CTLA-4, CD28, CD80 ja CD86 ekspressioon perifeersetes mononukleaarsetes 
vererakkudes (k.a monotsüütides, B-rakkudes, NK-rakkudes, abistaja T-rakkudes, 
tsütotoksilistes T-rakkudes ning regulatoorsetes T-rakkudes) ja võrrelda 










MATERJAL JA METOODIKA 
7. Valim  
 
Uurimuse läbiviimiseks kasutati vabatahtlike veredoonorite verest eraldatud trombotsüütide ja 
leukotsüütide kihti (edaspidiselt TLK), mis saadi Tartu Ülikooli Kliinikumi Verekeskusest. Selles 
töös kasutati kuue veredoonori proove, kuid ühe doonori materjali ei olnud võimalik kasutada, 
kuna eraldatud valged vererakud moodustasid rakkude sorteerimist takistavaid agregaate. Seega 
jäi valimi suuruseks 5 indiviidi, kellest kõik olid meessoost, keskmine vanus 32 (25-42). 
Käesoleva töö raames teostatavate uuringute läbiviimiseks on katsealused andnud informeeritud 
nõusoleku ning olemas on Tartu Ülikooli inimuuringute eetika komitee luba. 
 
8. Metoodika 
8.1 Perifeersete mononukleaarsete vererakkude eraldamine 
 
Perifeersete mononukleaarsete vererakkude (PBMC) eraldamiseks kasutati Ficoll-Paque™ PLUS 
tihedusgradiendi lahust (GE Healthcare, USA), mida pandi 15ml-sse katsutisse 3ml. Seejärel 
segati 50ml katsutis võrdses koguses PBS-i (Lonza, Šveits) ja katsealuselt saadud TLK-d (st. 1ml 
TLK kohta 1ml PBS’i). PBS ja TLK segu kanti Ficoll- Paque™ PLUS lahuse pinnale. Proov 
tsentrifuugiti 450 x G juures 30 minutit toatemperatuuril. Järgnevalt eraldati Pasteur’i pipeti 
(Sarstedt, Saksamaa) abil mononukleaarsed rakud Ficoll-Paque™ PLUS-i ning vereplasma 
vahelisest kihist 15ml katsutisse, kuhu lisati 12ml PBS-i ning segati. Proov tsentrifuugiti 450 x G 
juures 10 minutit toatemperatuuril, supernatant eemaldati ning rakkude sade suspendeeriti 12ml-s 
PBS-s ning tsentrifuugiti 450 x G juures 10 minutit toatemperatuuril. Supernatant eemaldati ning 
valgete vererakkude sademele lisati 1ml PBS-i, segati ning kanti ligikaudu 20µl rakusegu 1,5ml 
Eppendorfi tuubi (Axygen, Union City, USA) rakkude loendamiseks. 15ml katsutisse lisati 12ml 
PBS-i ning proov tsentrifuugiti 450 x G juures 10 minutit toatemperatuuril. Rakkude 
loendamiseks lisati 10µl rakkude suspensioonile 90µl Trypan Blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA) värvi, millest viidi 10µl segu loenduskambrisse (Neubauer Improved Bright-line, 0.100mm 
Tiefe Depth Profondeur, Blau Brand, Saksamaa). Lõpuks eemaldati supernatant ning olenevalt 




Technology Limited, USA) (näit. 10 miljoni raku kohta lisati 1ml söödet). Ühes krüotuubis 
külmutati 10 miljonit rakku. Krüotuub pandi isopropanooli sisaldavasse anumasse (Biocision 
CoolCell®, USA) ning asetati -80°C kappi. Rakkude pikemaks säilitamiseks hoiti neid vedela 
lämmastiku temperatuuril. 
 
8.2 Külmutatud lümfotsüütide sulatamine ning alapopulatsioonidesse eristamine 
  
Külmutatud lümfotsüütide alapopulatsioonidesse sorteerimiseks sulatati PBMC segu üles, rakud 
märgistati antikehadega ning kasutades Tartu Ülikooli Tehnoloogiainstituudi BD FACSAria™ 
(BD Biosciences, USA) läbivoolu tsütofluorimeetrit eraldati järgnevad alapopulatsioonid: B-
rakud, monotsüüdid, NK-rakud, Tc rakud, Th rakud ning Treg rakud.  
Rakkude sulatamiseks viidi krüotuubi 1ml FBS-RPMI segu. Ülessulanud rakud viidi 10% FBS 
(Inbio, Eesti) – RPMI-1640 (OÜ Naxo, Tartu, Eesti) segusse, misjärel tsentrifuugiti 
rakususpensiooni 200 x G, +4°C juures 10 minutit. Supernatant eemaldati ning rakusademele 
lisati 10ml 5% PBS-BSA ja 10µl 0,005mg/ml DNaasI (AppliChem GmbH, Darmstadt Germany) 
lahust, segu suspendeeriti ning rakkude loendamiseks pipeteeriti 10µl segu eraldi Eppendorfi 
tuubi. PBS-BSA lahuse valmistamiseks segati 50ml 10xPBS (Lonza, USA); 450ml H2O; 2,5g 
BSA puhver (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ning 500µl 10% NaN3 (SERVA Electrophoresis 
GmbH, Saksamaa) magnetsegajal. Katsut tsentrifuugiti 200 x G, +4°C juures 10 minutit. 
Loendamiseks lisati 10µl rakususpensioonile 90µl Trypan Blue värvi, millest viidi 10µl segu 
loenduskambrisse. Tsentrifuugimise lõppedes eemaldati supernatant ning lisati 10ml PBS-BSA 
lahust, suspendeeriti ning vastavalt loetud rakkude arvule võeti kolme 15ml katsutisse kindel 
kogus rakususpensiooni, nii et igasse katsutisse jääks 10 miljonit rakku. 
Rakkude alapopulatsioonidesse sorteerimine viidi läbi kolme eraldiseisva katsena. Katse alguses 
märgistati kolm 5ml-st tuubi vastavalt alapopulatsioonidele: nr. 1 monotsüüdid ja B-rakud; nr. 2 
Tc rakud ja NK rakud; nr. 3 Th rakud ja Treg rakud. Tuubidesse lisati kindel kogus PBS-BSA 
lahust, nii et antikehade ning rakususpensiooni (võeti 50µl) kogumahuks jääks 100µl. Tuubi nr. 1 
lisati 2µl CD3-PerCP/Cy5.5 (Biolegend, Rootsi; kataloogi nr. 300328) ja CD14-APC/Cy7 
(BioLegend, Rootsi; kataloogi nr. 325620) ning 5µl CD19-APC (BioLegend, Rootsi; kataloogi 
nr. 302212) antikeha, mis vastavalt märgistavad T-rakke, monotsüüte ning B-rakke. Tuubi nr. 2 




Rootsi; kataloogi nr. 344706) ning 10µl CD16-FITC (BD Biosciences, USA; kataloogi nr. 
335035) ja CD56-FITC (BD Biosciences, USA; kataloogi nr. 345811) antikeha, mis vastavalt 
märgistavad T-, Tc ning NK rakke. Tuubi nr. 3 lisati 2µl CD3-PerCP/Cy5.5 (Biolegend, Rootsi; 
kataloogi nr. 300328), 10µl CD4-FITC (BioLegend, Rootsi; kataloogi nr. 357406) ning 20µl 
CD25-PE (BioLegend, Rootsi; kataloogi nr. 302606) antikeha, mis vastavalt märgistavad T-, Th 
ning Treg rakke. Seejärel lisati tuubidesse 50µl rakususpensiooni ning 0,1µl DNaasI lahust ning 
inkubeeriti 20 minutit pimedas +4°C juures. Pärast inkubatsiooni lisati igasse tuubi 80µl PBS-
BSA segu, segati ning tsentrifuugiti 400 x G, +4°C juures 5 minutit. Supernatant eemaldati ning 
igasse tuubi lisati  180µl PBS-BSA puhvrit, suspendeeriti ning tsentrifuugiti 400 x G, +4°C 
juures 5 minutit. Tsentrifuugimise lõppedes eemaldati supernatant ning igasse tuubi lisati 500µl 
PBS-BSA puhvrit ning segati. 
Rakkude sorteerimiseks pandi kuude 15ml katsutitesse 14ml PBS-BSA segu ning katsuteid hoiti 
öleöö +4°C juures. Enne sorteerimist eemaldati rakuagregaadid filtreerimise (40µm filter, BD 
Falcon, USA) teel, surnud rakkude märgistamiseks lisati igasse tuubi 25µl DAPI (Roche 
Diagnostics GmbH, Mannheim, Saksamaa) värvi ning rakkude parema säilivuse tagamiseks 
asendati katsutites olev PBS-BSA segu 4ml FBS-RPMI seguga. Rakkude sorteerimine teostati 
koostöös Tehnoloogiainstituudi spetsialistiga ning viidi läbi vastavalt sealsele protokollile. 
Sorteerimise järgselt loksutati katsutit ning tsentrifuugiti 300 x G, +4°C juures 10 minutit. 
Vastavalt sorteeritud rakkude arvule eemaldati suurem osa supernatandist, jättes katsutisse kindla 
koguse lahust. Rakud viidi Eppendorfi tuubidesse arvestusega kuni 500,000 rakku 500µl lahuse 
kohta. Eppendorfid tsentrifuugiti 400 x G, +4°C juures 5 minutit. Supernatant eemaldati ning 
rakud suspendeeriti 350µl-s RNeasy Micro Kit’i RLT lüüsipuhvris (Qiagen, Holland). Järgnevalt 
kas jätkati RNA eraldamisega või säilitati sorteeritud rakud lüüsipuhvris -80°C juures. 
 
8.3 RNA eraldamine ning pöördtranskribeerimine  
  
Sorteeritud rakkude alapopulatsioonidest ja PBMC segust ning Tempus™ vere RNA tuubist (Life 
Technologies, Carlsbad, CA) eraldati sorteeritud rakkude RNA ja kogu valgete vererakkude 
RNA, kasutades RNeasy Micro Kit’i ja vastavat protokolli (Qiagen, Holland) ning täisvere 
totaalne RNA kasutades Tempus™ Spin RNA Isolation Reagent Kit’i ja vastavat protokolli 




RNA pöördtranskribeerimiseks kasutati järgnevat protokolli: 11,5µl RNA; 0,5µl dNTP (A,T,G,C 
– 20mM) (Solis Biodyne, Tartu, Eesti); 1µl 100µM OligoT8 (Metabion, Saksamaa); 4µl 5x 
reaktsioonipuhver (Invitrogen, USA); 1µl 0,1M DTT (Invitrogen, USA), 40U/µl Ribolock RNaas 
inhibiitor (Thermo Scientific, USA) ja 200U/µl Superscript III pöördtranskriptaas (Invitrogen, 
USA). 
 
8.4 Proovide amplifitseerimine 
 
Uuritavate geenide ning nende transkriptide ekspressiooni määramiseks kasutati reaalaja PCR 
meetodit ning SYBR® Green Reaalaja PCR-i (Life Technologies, USA). Praimerite järjestuste 
aluseks võeti kirjanduse andmed või kujundati praimerid ise, kasutades Tartu Ülikooli teadlaste 
poolt välja töötatud Primer3 programmi (http://primer3.ut.ee). Tabelis 1 on esitatud 
praimerjärjestused. Transkriptvariantide tuvastamiseks kujundati üks kahest praimerist 




















Tabel 1. Töös kasutatud praimerite järjestused koos kirjanduse viidetega. Ülalpool punast joont 
on toodud töös kasutatud praimerid, joonest alla jäävad eksperimentaalselt katsetatud praimerid, 
mida madala või määramatu ekspressiooni tõttu edasisse töösse ei valitud. Iga praimeri nimetuses 









Üks qPCR reaktsioon sisaldas 11,5µl RNA’d (koguses 55-665.8 ng); 1µl sobivat praimeritepaari 
(mõlemad 5µM); 5,6µl 2x SYBR® Green segu ning Rnaasivaba vett 10µl lõppmahuni. Proove 
amplifitseeriti kolmes korduses 384-augulisel PCR plaadil (BIOplastics, Holland). 
Geeniekspressiooni kalibreerimiseks kasutati Gapdh koduhoidjageeni. Transkriptide relatiivne 
ekspressioon määrati võrdleva Ct meetodiga (2-ddct meetod) (Livak ja Schmittgen, 2001).  
Reaktsioonid viidi läbi programmeeritavas termotsükleris (Abi 7900HT Fast Real-Time PCR 






Statistilise analüüsi ja jooniste tegemiseks kasutati programmi GraphPad Prism 5 (Graphpad, La 
Jolla, CA). Statistilise olulisuse määramiseks kasutati mitteparameetrilist Mann-Whitney U-testi 
(Wilcoxon rank-sum test), kuna geeniekspressioonid ei olnud normaaljaotuvusega ka peale log-











9. Koduhoidjageenide ekspressiooni võrdlus ja valik  
 
Eesmärgil leida vererakkude edasisteks uuringuteks parim referentsgeen, uuriti qPCR-i abil 
kolme levinuma koduhoidjageeni ekspressiooni: β-aktiin, Gapdh ning HPRT1. HPRT1 geen 
ekspresseerus, võrreldes β-aktiin’i ning Gapdh geeniga kõigis uuritud valgetes vererakkudes väga 
madalal tasemel, mistõttu seda edasises analüüsis ei kasutatud. Võrreldes rakkude 
alapopulatsioone ei leitud statistiliselt olulist erinevust β-aktiini ja Gapdh ekspressioonis. 
Katsetulemuste analüüsil leiti, et kõikide katsealuste β-aktiin’i ekspressioon PBMC’s, Tempus™ 
RNA’s ning sorteeritud rakkude alapoulatsioonides on hajuvam kui Gapdh ekspressioon, millest 
tulenevalt jätkati edasisi katseid Gapdh koduhoidjageeniga (joonis 13).  
 
Joonis 13. β-aktiin ja Gapdh koduhoidjageenide võrdlus. Y-skaalal on esitatud kolme paralleelse 
qPCR reaktsiooni tsüklite künnisväärtuse keskmine. Ülaindeks 1 tähitab β-aktiin’i ekspressiooni 
ning ülaindeks 2 Gapdh ekspressiooni. Andmed esitatud karp-vurrud (box-whiskers) 




10. Geeniekspressiooni võrdlus PBMC segust ja Tempus™ tuubist eraldatud RNA’s 
 
Pruul jt. töös, kus uuriti CD28, CD80 ja CD86 geenide ekspressiooni, kasutati kontrollisikute ja 
patsientide RNA eraldamiseks Tempus™ tuube. Kohe kui veri kanti tuubi, toimus rakkude lüüs 
ning RNaasid inaktiveerusid stabiliseeriva reagendi toimel. Käesolevas töös võrreldi uuritavate 
geenide ekspressiooni Ficoll-Paque™ PLUS gradiendi abil eraldatud PBMC segus kui ka 
Tempus™ tuubi abil eraldatud rakkudes (Joonis 14). Geeniekspressiooni määramisel PBMC 
segus ja Tempus RNA tuubi meetodil selgus, et CD28, CD28a, CD80, s2CD80 ja sCTLA-4 
ekspressiooni hajuvus on suurem PBMC’s kuid, flCTLA-4 ja CD86 ekspressiooni hajuvus on 
sarnane. Enamasti on nii, et Tempus™ tuubist eraldatud RNA annab madalamaid 
ekspressiooniväärtusi kui Ficoll-gradiendil eraldatud PBMC-de RNA. Statistilise analüüsi 
tulemused näitasid, et kahe RNA eraldamismeetodi vahel on oluline erinevus sCTLA-4 ja 
s2CD80 ekspressiooni osas. Nimelt leiti, et sCTLA-4 geeni ekspressioon on kõrgem Tempus™ 
RNA’s ning s2CD80 ekspressioon on madalam Tempus™ RNA’s võrreldes PMBC’ga. 
 
Joonis 14. Töös uuritud geenide ekspressiooni võrdlus kõikides mononukleaarsetes vererakkudes 
(PBMC) ja Tempus™ RNA tuubis. Joonisel toodud geeniekspressioon on standardiseeritult 
Gapdh’ga. Joonise Y-skaala on esitatud log10 väärtuses ning peegeldab geeniekspressiooni. 
Statistiliselt olulised erinevused leiti sCTLA-4 geenis (p-väärtus 0,0159) ja s2CD80 geenis (p-
väärtus 0,0421). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01. Andmed esitatud karp-vurrud (box-whiskers) 




11. Geeniekspressioon alapopulatsioonides 
 
Käesolevas töös määrati CTLA-4, CD28, CD80 geenide ja nende splaissvariantide ning CD86 
ekspressioon PBMC segus ja sorteeritud rakkude alapopulatsioonides. Analüüsiti viit katsealust 
(K1-K5). Joonistel 15-21 on esitatud uuritud geenide ekspressioon (ddCT) monotsüütides (Mo), 
NK-rakkudes (NK), B-rakkudes (B), T-tsütotoksilistes rakkudes (Tc), T-abistaja rakkudes (Th) 
ning T-regulatoorsetes rakkudes (Treg). 
 
Täispika CTLA-4 (flCTLA-4) geeni ekspressioon on statistiliselt oluliselt kõrgemal tasemel T-
rakkude populatsioonides võrreldes monotsüütide ja NK-rakkudega. Jooniselt 15 on näha, et 
flCTLA-4 geeni ekspressiooni mediaan on kõige kõrgem Treg rakkudes ja madalam Tc rakkudes, 
kuid see tendents ei osutunud statistiliselt oluliseks. Uurides flCTLA-4 geeni avaldumist B-
rakkudes selgus, et seda ei õnnestunud määrata katsealustel K1 ja K2 (joonis 15, A). Ülejäänud 
kolmel isikul on flCTLA-4 ekspressioon B-rakkudes märkimisväärselt varieeruv. Katsealusel K5 
on see kõige kõrgem ja ületab isegi T-rakkude vastava ekspressiooni.  
 
 
Joonis 15. Viie katsealuse flCTLA4 ekspressioon perifeerse vere rakupopulatsioonides. Joonisel 
toodud geeniekspressioon on standardiseeritult Gapdh’ga. Joonise Y-skaala on esitatud log10 




Whitney U-testi. Statistiliselt olulised erinevused leiti NK ja Th vahel (p-väärtus 0,0317); NK ja 
Treg vahel (p = 0,0159); Mo ja Tc vahel (p = 0,0079); Mo ja Th vahel (p = 0,0159) ning Mo ja 
Treg vahel (p = 0,0079). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01. Katsealustes 1 ja 2 ei õnnestunud tuvastada 
flCTLA-4 ekspressiooni B-rakkudes. Andmed esitatud karp-vurrud (box-whiskers) diagrammina 
(0/25/75/100), kus välja toodud katsetulemuste mediaan.  
 
 
Joonisel 16 on esitatud sCTLA-4 geeniekspressioon standardiseeritult Gapdh’ga. Kõige kõrgem 
sCTLA-4 ekspressioon leiti T-rakkude alapopulatsioonides, kusjuures see oli väiksem NK-
rakkudes ning monotsüütides. Selle geeni avaldumist katsealuste K1 ja K3 B-rakkudes ei 
õnnestunud määrata (joonis 16, A). Kõige kõrgem sCTLA-4 ekspressioon tuvastati katsealuse K5 
B-rakkudes. flCTLA-4 geeni ja sCTLA-4 geeni ekspressioon oli T-rakkude alapopulatsioonides 
erinev. Nimetatud splaissvariandi ekspressioon on statistiliselt oluliselt madalam Tc rakkudes, 




Joonis 16. Viie katsealuse sCTLA-4 ekspressioon perifeerse vere rakupopulatsioonides. Joonisel 
toodud geeniekspressioon standardiseeritult Gapdh’ga. Joonise Y-skaala on esitatud log10 
väärtuses ning peegeldab geeniekspressiooni. Statistilise olulisuse määramiseks kasutati Mann-
Whitney U-testi. Statistiliselt olulised erinevused leiti Mo ja Tc vahel (p = 0,0286); Mo ja Th 
vahel (p = 0,0159); Mo ja Treg vahel (p = 0,0286); NK ja Tc vahel,(p = 0,0159); NK ja Th vahel 
(p = 0,0079); NK ja Treg vahel (p = 0,0159); Tc ja Th vahel (p = 0,0159) ning Tc ja Treg vahel 




ekspressiooni B-rakkudes. Andmed esitatud karp-vurrud (box-whiskers) diagrammina 
(0/25/75/100), kus välja toodud katsetulemuste mediaan.  
 
 
Joonisel 17 on esitatud CD28 geeniekspressioon standardiseeritult Gapdh’ga. Leiti, et CD28 
ekspressioon on T-rakkude populatsioonides statistiliselt oluliselt kõrgem, kui NK-rakkudes või 
monotsüütides. Väga kõrge CD28 ekspressioon tuvastati ka B-rakkudes. 
 
 
Joonis 17. CD28 ekspressioon perifeerse vere rakupopulatsioonides. Joonisel toodud 
geeniekspressioon standardiseeritult Gapdh’ga. Joonise Y-skaala on esitatud log10 väärtuses ning 
peegeldab geeniekspressiooni. Statistilise olulisuse määramiseks kasutati Mann-Whitney U-testi. 
Statistiliselt olulised erinevused leiti Mo ja B vahel (p = 0,0079);  Mo ja Treg vahel (p = 0,0278); 
Mo ja Th vahel (p = 0,0079); Mo ja Tc vahel (p = 0,0079) ning NK ja Th vahel (p = 0,0079). *p 
≤ 0,05; **p ≤ 0,01. Andmed esitatud karp-vurrud (box-whiskers) diagrammina (0/25/75/100), kus 
välja toodud katsetulemuste mediaan.  
   
 
Joonisel 18 on esitatud splaissvariandi CD28a geeniekspressioon standardiseeritult Gapdh’ga. 
Sarnaselt CD28’ga on CD28a ekspressioon T-rakkude alapopulatsioonides kõrgem kui NK-
rakkudes ning monotsüütides, samas kui selle geeni avaldumine võrreldes CD28’ga on T-
rakkudes, NK-rakkudes ning monotsüütides madalam. Katsealuse K5 B-rakkudes leiti ligikaudu 








Joonis 18. Viie katsealuse CD28a ekspressioon perifeerse vere rakupopulatsioonides. Joonisel 
toodud geeniekspressioon standardiseeritult Gapdh’ga. Joonise Y-skaala on esitatud log10 
väärtuses ning peegeldab geeniekspressiooni. Statistilise olulisuse määramiseks kasutati Mann-
Whitney U-testi. Statistiliselt olulised erinevused leiti Mo ja B vahel (p = 0,0159); Mo ja Th 
vahel (p = 0,0159); Mo ja Treg vahel (p = 0,0159) ning NK ja Treg vahel (p = 0,0362). *p ≤ 
0,05; **p ≤ 0,01. Andmed esitatud karp-vurrud (box-whiskers) diagrammina (0/25/75/100), kus 
välja toodud katsetulemuste mediaan.  
 
 
Joonisel 19 on esitatud CD80 geeniekspressioon standardiseeritult Gapdh’ga. Katsete tulemusena 
tuvatati suhteliselt madal CD80 geeni ekspressioon monotsüütides, NK-rakkudes ning kõigis T-
rakkude populatsioonides. B-rakkudes oli nimetatud geeni ekspressioon statistiliselt oluliselt 
kõrgem. Seejuures ekspresseerivad katsealuse K5 B-rakud CD80 geeni mitukümmend korda 





Joonis 19. Viie katsealuse CD80 ekspressioon perifeerse vere rakupopulatsioonides. Joonisel 
toodud geeniekspressioon standardiseeritult Gapdh’ga. Joonise Y-skaala on esitatud log10 
väärtuses ning peegeldab geeniekspressiooni. Statistilise olulisuse määramiseks kasutati Mann-
Whitney U-testi. Statistiliselt olulised erinevused leiti B ja Mo vahel (p = 0,0079); B ja NK vahel 
(p = 0,0079); B ja Treg vahel (p = 0,0079); B ja Th vahel (p = 0,0079) ning B ja Tc vahel (p =  
0,0159). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01. Andmed esitatud karp-vurrud (box-whiskers) diagrammina 
(0/25/75/100), kus välja toodud katsetulemuste mediaan.  
 
 
Joonisel 20 on esitatud s2CD80 geeniekspressioon standardiseeritult Gapdh’ga. Leiti, et sarnaselt 
CD80’ga on s2CD80 geeni ekspressioon monotsüütides, NK-rakkudes ning T-rakkude 
populatsioonides võrreldes B-rakkudega statistiliselt oluline madalam. Samuti tuvastati selle 
geeni kõrgeim ekspressioon tase katsealuse K5 B-rakkudes. Uurides s2CD80 geeni avaldumist 
NK rakkudes ja Tc rakkudes selgus, et seda ei õnnestunud määrata katsealusel K5 ja katsealustel 












Joonis 20. Viie katsealuse s2CD80 ekspressioon perifeerse vere rakupopulatsioonides. Joonisel 
toodud geeniekspressioon standardiseeritult Gapdh’ga. Joonise Y-skaala on esitatud log10 
väärtuses ning peegeldab geeniekspressiooni. Statistilise olulisuse määramiseks kasutati Mann-
Whitney U-testi. Statistiliselt olulised erinevused leiti B ja Mo vahel (p = 0,0079); B ja NK vahel 
(p = 0,0159); B ja Th vahel (p = 0,0159) ning B ja Treg vahel (p = 0,0079). *p ≤ 0,05; **p ≤ 
0,01. s2CD80 ekspressiooni ei õnnestunud tuvastada katsealuse K5 NK rakkudes ning katsealuste 
K1, K4 ja K5 Tc rakkudes. Andmed esitatud karp-vurrud (box-whiskers) diagrammina 
(0/25/75/100), kus välja toodud katsetulemuste mediaan.  
 
 
Joonisel 21 on esitatud CD86 geeniekspressioon standardiseeritult Gapdh’ga. CD86 geen avaldub 
NK-rakkudes ning T-rakkude populatsioonides väga madalal tasemel. Monotsüütides on CD86 
geeni ekspressioon statistiliselt oluliselt kõrgem kui Tc ja Th rakkudes. Leiti, et CD86 geeni 
ekspressioon B-rakkudes on väga varieeruv – olles katsealusel K5 sadu kordi kõrgem, kui 









Joonis 21. Viie katsealuse CD86 ekspressioon perifeerse vere rakupopulatsioonides. Joonisel 
toodud geeniekspressioon standardiseeritult Gapdh’ga. Joonise Y-skaala on esitatud log10 
väärtuses ning peegeldab geeniekspressiooni. Statistilise olulisuse määramiseks kasutati Mann-
Whitney U-testi. Statistiliselt olulised erinevused leiti Mo ja Tc vahel (p = 0,0079) ning Mo ja Th 
vahel (p = 0,0079). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01. Andmed esitatud karp-vurrud (box-whiskers) 



















TULEMUSED JA ARUTELU 
 
Immuunsünapsi molekulidel on oluline mõju immuunsüsteemi reguleerimises, seda nii 
aktivatsiooni kui ka supressiooni korral. Sellest tulenevalt on immunoloogilistes uuringutes just 
CTLA-4, CD28, CD80 ning CD86 ekspressiooni ning funktsioonide analüüsimine tähtsal kohal. 
Selleks, et uurida nimetatud molekulide ekspressiooni perifeersetes mononukleaarsetes 
vererakkudes, analüüsiti käesolevas töös geenide avaldumist viie katsealuse vereproovist 
eraldatud lümfotsüütides. Nende geenide ekspressioon määrati perifeersete mononukleaarsete 
vererakkude segus (PBMC), Tempus™ RNA tuubis kui ka läbivoolu tsütofluorimeetria abil 
sorteeritud lümfotsüütide alapopulatsioonides.  
 
Geeniekspressiooni uurimisel rakkudes qPCR-i meetodi abil on äärimiselt tähtis õige 
koduhoidjageeni valik. Koduhoidjageenid on geenid, mis on vajalikud raku esmaste 
funktsioonide tagamiseks, mistõttu eeldatakse nende ühtlast ekspressiooni kõikides rakkudes ning 
kõikidel tingimustel (Eisenberg ja Levanon, 2013). Tegelikkuses võib nende geenide 
ekspressioon erinevate rakkude, kudede ning tingimuste puhul varieeruda (Silver jt., 2006). 
Samuti on kontrollgeenide kasutamisel probleemiks nende pseudogeenid (Sun jt., 2012). Seega 
koduhoidjageenide õige valik sellistes töödes, kus uuritakse geeniekspressiooni, on ülimalt 
oluline (Silver jt., 2006). Sun jt. tuvastasid koduhoidjageene käsitlevas töös 64 β-aktiin-i 
pseudogeeni, 67 Gapdh pseudogeeni ning 3 HPRT1 pseudogeeni, mis võivad mõjutada 
koduhoidjageeni ekspressiooni taseme hindamist (Sun jt., 2012). Silver jt. uurisid 6 
koduhoidjageeni, sealhulgas ka β-aktiin-i ning Gapdh ekspressiooni perifeersetes 
retikulotsüütides. Katsete tulemused näitasid, et, et Gapdh-l oli võrreldavatest geenidest kõige 
stabiilsem ekspressioon (Silver jt., 2006). Käesolevas töös kaasati uuringusse algselt 3 
koduhoidjageeni: β-aktiin, Gapdh ning HPRT1, millest viimane välistati edasistest katsetest 
madala ekspressiooni tõttu. Gapdh tulemused näitasid väiksemat hajuvust, võrreldes β-aktiin-i 
geeniga, millest tulenevalt jätkati katseid Gapdh’ga.  
 
Varasemates töödes on kasutatud mitmeid meetodeid RNA puhastamiseks vererakkudest, kaasa 




(Joehanes jt., 2011; Menke jt., 2012). On teada, et PBMC’de eraldamisele kulub ligikaudu 2 
tundi, mille käigus RNA molekulid võivad kahjustuda, mis kajastub geeniekspressiooni 
varieeruvuses ning on selle meetodi puuduseks (Rainen jt., 2002; Thach jt., 2003). Täisvere 
lisamisel Tempus™ tuubi stabiliseeruvad RNA molekulid koheselt, mis on selle meetodi eeliseks 
(Shou jt., 2005). Antud magistritöös uuriti geeniekspressiooni, kasutades mõlemat meetodit. 
Statistiliselt oluline erinevus kahe meetodi vahel tuvastati sCTLA-4 ning s2CD80 ekspressiooni 
puhul. Selgus, et Ficoll’i abil isoleeritud PBMC’de puhul oli geeniekspressioon kõrgem ja 
varieeruvam, kuid vähene katsealuste arv ei võimalda seda statistiliselt tõeseks pidada. Seetõttu ei 
saanud me eelistada kumbagi meetodit. Geeniekspressiooni õigeks määramiseks vererakkudes 
tuleb valida sobiv meetod vastavalt katsete olemusest. Näiteks in vitro uuringuteks soovitatakse 
Tempus™ RNA tuubi kasutus vältida (Rollins jt., 2010). Samuti ei võimalda Tempus™ RNA 
tuub määrata mingile rakutüübile spetsiifilist geeniekspressiooni. 
 
flCTLA-4 ning sCTLA-4 geenide puhul tuvastati mõlema kõrge ekspressioon T-rakkude 
populatsioonides (Tc, Th ja Treg), võrreldes monotsüütidega ning NK-rakkudega. Selgus, et 
flCTLA-4 ekspressioon on kõige kõrgem Treg rakkudes ning kõige madalam Tc rakkudes. 
flCTLA-4 kõrget ekspressiooni taset T-rakkudes on näidanud mitmed eelnevad tööd (Jago jt., 
2004; Lindsten jt., 1993; Brunet jt., 1987). Treg rakkudes paikneb flCTLA-4 valk 
membraanilähedastes vesiikulites, mille transport raku pinnale on pidev ning aktiivne protsess. 
Võrdlusena on teada, et Tkonv rakkudes paikneb flCTLA-4 valk perinukleaarsetes Golgi 
vesiikulites, mille transport raku pinnale vajab TCR signaali (Tai jt., 2012). Antud töös ei 
tuvastatud Treg ja Tkonv rakkudes flCTLA-4 ekspressioonis statistiliselt olulist erinevust, ent 
esines geeni kõrgem ekspressioon Treg rakkudes, mis vastab Tai jt. töös leitule, et flCTLA-4 
ekspresseerub Treg rakkudes (Zheng 2006; Schmidt 2009; Wing 2008; Miller jt., 2009; Chan jt., 
2014), aga ka Tc ja Th rakkudes (Chan jt., 2014). sCTLA-4 geeni ekspressioon Th ja Treg 
rakkudes leiti statistiliselt oluliselt kõrgem, kui Tc rakkudes. sCTLA-4 geeni ekspressiooni on 
leitud puhkavates Th kui ka Tc rakkudes (Oaks jt., 2000), kusjuures see on kõige kõrgem Treg 
rakkudes (Ward jt., 2013). Visuaalsel hinnangul on flCTLA-4 geeni ekspressioon T-rakkude 
populatsioonides hajuvam, kui sCLTA-4 geeni ekspressioon. Nimetatud erinevused näitavad 




CD28 ja CD28a ekspressiooni analüüsides leiti, et need geenid ekspresseeruvad T-rakkude 
populatsioonides kõrgemal tasemel võrrelduna monotsüütidega ning NK-rakkudega. CD28 geeni 
ekspressiooni T-rakkudes on põhjalikult uuritud (Magistrelli jt., 1999; Vallejo jt., 1999; Ma jt., 
2004; Sansom ja Walker, 2006). Lisaks leidsid Magistrelli jt., et CD28 geeni ekspressioon 
puhkavates ja aktiivsetes T-rakkudes ei erine. Aktivatsiooniks vajaliku geenina ekspresseerub 
CD28 praktiliselt kõikides Th rakkudes ning ~50% Tc rakkudes (Berg ja Zavazava, 2008). Samas 
CD28a ekspresseerub kõrgemal tasemel puhkavates ja madalamal tasemel aktiivsetes T-
rakkudes. Samuti on kirjeldatud CD28a geeni ekspressiooni T-rakkudes (Magistrelli jt., 1999). 
Käesolevas töös leiti kõikides katsealustes kõrgem CD28 geeni ekspressioon võrreldes CD28a 
geeniga, millest järeldub Magistrelli jt. tööle toetudes, et katsealuste organismis leidus rohkem 
aktiivseid T-rakke. CD28 geeni ekspressioon on tuvastatud loote perifeerse vere NK-rakkudes 
(Sanchez jt., 1993), ent mitte täiskasvanud inimese vere NK-rakkudes. Geeni ekspressioon on 
tuvastatud akuutse lümfoomi patsiendilt eraldatud NK-rakkude liinis (Lanier jt., 1995; Azuma jt., 
1992). Seega on CD28 valgul signaalretseptorina potentsiaalset rolli NK-rakkude pinnal. 
Käesolevas töös uuriti CD28 geeni ekspressiooni tervetes isikutes ja leiti sarnaselt varasemale, et 
CD28 geeni mõlemad splaissvariandid ekspresseeruvad NK-rakkudes väga madalal tasemel. 
 
Analüüsides CD80 ja s2CD80 geenide ekspressiooni monotsüütides, NK-rakkudes ning T-
rakkude populatsioonides on näha, et nende geenide ekspressioon on madal. Kuigi CD86 geeni 
ekspressioon nimetatud rakkudes leiti kõrgem kui CD80 geeni ekspressioon. Varasemates 
uuringutes on leitud, et CD86 ekspressioon monotsüütides on oluliselt ulatuslikum ning kiirema 
kineetikaga kui CD80 ekspressioon (Azuma jt., 1992). Käesoleva töö kirjanduse osas toodi välja, 
et CD80 molekul ei ekspresseeru inaktiivsetes monotsüütides (Hathcock jt., 1994) kuid CD86 
geen ekspresseerub nimetatud rakkudes (Boussiotis jt., 1993). Käesolevas töös tuvastati väga 
madal CD80 ekspressioon ning keskmine CD86 ekspressioon monotsüütides, millest järeldub, et 
katsealuste vererakkude hulgas leidus inaktiivseid monotsüüte rohkem kui aktiivseid. Paine jt. 
näitasid, et Th kui ka Tc rakud ekspresseerivad CD86, aga mitte CD80 molekuli IL-2 
juuresolekul in vitro, kui ka IL-2 teraapia ajal in vivo (Paine jt., 2012). Põletiku koldes võib 
CD86 molekulil olla aktiveeritud T-raku pinnal regulatoorne funktsioon, sest ta võib seostuda 
flCTLA-4 molekuliga, mis ekspresseerub samuti aktiveeritud T-raku pinnal (McCoy ja Le Gros, 




vahendatud autoimmuunsust kui ka põletiku teket ning takistab koe kahjustust (Paine jt., 2012). 
Selliseid töid, kus oleks uuritud CD80 ja CD86 geenide ekspressiooni NK-rakkudes ning 
Treg’des ei õnnestunud kirjandusest leida, mis tõttu vajab nimetatud geenide ekspressioon antud 
raku alapopulatsioonides edasist uurimist.  
 
Käesolevas töös eraldatud vererakkude alapopulatsioonide osas esines uuritavate geenide kõige 
hajuvam ekspressiooni muster B-rakkudes. Tänaseks on tõendeid, mis viitavad flCTLA-4 
ekspressioonile B-rakkudes. Quandt jt. uurisid flCTLA-4 ekspressiooni hiire põrnast eraldatud B-
rakkudes ning leidsid, et kui B-rakke kasvatada koos aktiveeritud T-rakkudega, ekspresseerivad 
nad flCTLA-4 molekuli (Quandt jt., 2007). See tulemus langeb kokku eelnevate töödega, mille 
käigus uuriti flCTLA-4 ekspressiooni inimese B-rakkudes (Kuiper jt., 1995). Intratsellulaarne 
flCTLA-4 on tuvastatav 15-20% B-rakkudes 48-72h pärast stimulatsiooni ning see molekul 
ekspresseerub 15% B-rakkude pinnal (Quandt jt., 2007). Järgnevalt tekkis küsimus, kas B-rakk 
ekspresseerib flCTLA-4 molekuli või eemaldab molekuli T-raku pinnalt. Mitmed tööd on 
näidanud, et pinnamarkerite transendotsütoos T-rakkude ning APC’de vahel toimub ühes suunas, 
välistades B-rakkude võime eemaldada flCTLA-4 molekule T-rakkude pinnalt (Sprent, 2005 ja 
Sabzevari jt., 2001). Sellest tulenevalt arvatakse, et flCTLA-4 ja CD80/86 molekulide seostumine 
on üheks signaaliks, mis algatab flCTLA-4 ekspressiooni B-rakkudes (Quandt jt., 2007). 
flCTLA-4 puudulikud B-rakud toodavad rohkem antikehasid võrreldes flCTLA-4 
ekspresseerivate B-rakkudega, millest järeldub, et flCTLA-4 ekspresseerumine B-rakkude pinnal 
pidurdab raku efektorfunktsioone (Maszyna jt., 2003; Brunner jt., 1999; Chen jt., 1998).  
Njau jt. leidsid, et CD28 ekspresseerub antikehi sekreteerivatel B-rakkudel ehk plasmarakkudel. 
Töös leiti, et CD28-/- plasmarakkudel on võrreldes metsiktüüpi rakkudega pikem elumus, mis 
näitab CD28 molekuli plasmarakkudes ekspresseerumise negatiivset mõju (Njau jt., 2011). 
Viiteid CD28a ekspressiooni kohta B-rakkudes ei õnnestunud kirjandusest leida. Kuivõrd 
Magistrelli jt. töös näidati, et CD28 ja CD28a võivad puhkavates T-rakkudes ekspresseeruda 
võrdselt (Magistrelli jt., 1999), siis võib püstitada edasist uurimist vajava hüpoteesi, et CD28a 
ekspresseerub ka plasmarakkudes ning tal on CD28’ga sarnane funktsioon. 
Käesoleva töö käigus leiti, et CD80 ja CD86 ekspressioon on katsealuste B-rakkudes varieeruv. 




(Pelletier jt., 2010) ning toetudes Njau jt. tööle, mille kohaselt on tuvastatud CD28 ekspressioon 
plasmarakkudes (Njau jt., 2011) võib eeldada, et katsealustel on plasmarakkude hulk veres 
varieeruv. 
Antud magistritöös leiti kõikide geenide väga kõrge ekspressioon viienda katsealuse B-rakkudes. 
Erinevus teiste katsealustega tuleneb Gapdh geeni madalast ekspressioonist viienda katsealuse B-
rakkudes, sest kolme paralleeli keskmine Ct väärtus oli 30,01. Teistes viienda katsealuse rakkude 
alapopulatsioonides jäi Gapdh ekspressioon vahemikku 17,72 – 21,56. Sellest tulenevalt püstitati 
edasist uurimist vajavad hüpoteesid: 
a) CTLA-4 ekspressioon viienda katsealuse B-rakkudes on tingitud CTLA-4 ja CD80/86 
molekulide seostumisest; 
b) Viienda katsealuse B-rakkude hulgas on teiste katsealustega võrreldes rohkem CD28, 
CD80 ja CD86 molekule ekspresseerivaid plasmarakke; 
c) Viienda katsealuse B-rakkudes on glükoosi metabolism madalam; 
d) Viienda katsealuse B-rakkudes oli tuvastatav oluliselt kõrgem geenide ekspressiooni tase. 
 
Lähtuvalt käesoleva töö tulemustest järeldub, et immuunsünapsi geenide ekspressiooni 
määramine valgetes vererakkudes vajab edasist uurimist. Immuunsünapsi molekulide 
ekspressiooni uurimine tervete isikute perifeersetes mononukleaarsetes rakkudes on vajalik 
selleks, et analüüsida autoimmuunse tüüp 1 diabeedi patsientide vereproovide piisava täpsusega. 












KOKKUVÕTE JA JÄRELDUSED 
 
Käesolevas töös uuriti nelja olulise immuunsünapsi molekuli (CTLA-4, CD28, CD80 ning 
CD86) ekspressiooni määravate geenide taset tervete isikute perifeersetes mononukleaarsetes 
vererakkudes. Uuringusse kaasati ka sCTLA-4, CD28a ning s2CD80 valke määravate geenide 
splaissvariandid. T-rakkude retseptorid CTLA-4 ja CD28 seostuvad antigeeni esitlevate rakkude 
pinnal olevate CD80 ning CD86 ligandidega ning edastavad vastavalt supresseerivaid või 
aktiveerivaid signaale, mis reguleerivad immuunsüsteemi käitumist. Geeniekspressiooni uuriti ja 
võrreldi kõikide perifeersete mononukleaarsete vererakkude (PBMC) ning Tempus™ vere RNA 
tuubi vahel. Selleks, et analüüsida rakuspetsiifilist geeniekspressiooni eraldati kõikide valgete 
vererakkude segust 6 alapopulatsiooni: B-rakud, monotsüüdid, NK-rakud, tsütotoksilised T-
rakud, abistaja T-rakud ning regulatoorsed T-rakud. Geeniekspressiooni uurimiseks viidi läbi 
reaal-aja PCR, kusjuures uuritud geenide ekspressiooni taset võrreldi Gapdh koduhoidjageeniga 
ning katsetulemused esitati kasutades 2-ddCT meetodit. 
Saadud tulemused võib kokku võtta järgmiselt: 
1. Analüüsides kolme koduhoidjageeni (β-aktiin, Gapdh, HPRT1) välistati madala 
ekspressiooni tõttu katsetest HPRT1 geen. β-aktiini geeni ning Gapdh võrdlusel ei leitud 
statistiliselt olulist erinevust, ent edasised katsed teostati siiski Gapdh geeniga 
ekspressiooni väiksema hajuvuse tõttu. 
2. Hoolimata PBMC ning Tempus™ vere RNA tuubi meetodite puudustest leiti, et nende 
vahel on geeniekspressiooni uurimise seisukohalt kõigest kaks statistiliselt olulist 
erinevust. Sellest tulenevalt ei tehtud eelistust ühe meetodi kasuks.  
3. Perifeerse vere preparaatidest eraldatud vererakkude alapopulatsioonide võrdlusel leiti 
mitmed statistiliselt olulised erinevused flCTLA-4, sCTLA-4, CD28, CD28a, CD80, 
s2CD80 ning CD86 geenide ekspressiooni tasemetes. T-rakkude alapopulatsioonides 
tuvastati kõrge flCTLA-4, sCTLA-4, CD28 ja CD28a ning madal CD80, s2CD80 ja CD86 
ekspressioon. B-rakkudes leiti kõrge CD80, s2CD80 ja CD86 ekspressioon. 
Monotsüütides esines madal CD80 ja s2CD80 ning kõrge CD86 ekspressioon, mis viitab 
CD80 ja CD86 erinevale regulatsioonile antigeene presenteerivates rakkudes. 




Expression and function analysis of 4 immunological synapse molecules (CTLA-4, CD28, 
CD80 and CD86) 
SUMMARY 
 
In recent work expression and function of four immunological synapse molecules (CTLA-4, 
CD28, CD80 and CD86) were analysed in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) isolated 
from healthy individuals. sCTLA-4, CD28a and s2CD80 splice variants were also involved in the 
experiments. T-cell receptors CTLA-4 and CD28 interact with CD80 and CD86 ligands on 
antigen presenting cells and deliver suppressive and activating signals to the immune system, 
respectively. Expression of the mentioned genes was analysed and compared between peripheral 
blood monocytes (PBMC’s) and whole blood Tempus™ blood RNA tubes. To determine cell 
specific expression we separated B-cells, monocytes, NK-cells, cytotoxic T-cells, helper T-cells 
and regulatory T-cells from total PBMC’s. Expression was analysed using RT-PCR method, 
compared to Gapdh housekeeping gene expression and summarized using 2-ddCT method. 
 
Based on the results obtained in the current study, the following conclusions were made:  
1. Three housekeeping genes were analysed (β-actin, Gapdh, HPRT1) and the latter was 
excluded from further experiments due to low expression. Comparing β-actin and Gapdh 
expression no statistical significance was observed, however Gapdh gene was used due to 
smaller dispersion in expression. 
2. Despite the shortage of PBMC and Tempus™ methods only two statistical significances 
were observed. As a result we did not favour between the two methods. 
3. Comparing gene expression between the divided populations many statistically significant 
observations were made in flCTLA-4, sCTLA-4, CD28, CD28a, CD80, s2CD80 and CD86 
genes. We found that flCTLA-4, sCTLA-4, CD28 and CD28a expression was higher than 
CD80, s2CD80 and CD86 expression in T-cell subpopulations. In B-cells we found high 
expression of CD80, s2CD80 and CD86 genes. And in monocytes we detected low CD80 
and s2CD80 expression compared to high CD86 expression, which suggests that CD80 
and CD86 genes are differentially regulated in antigen presenting cells. 
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